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Die Acetylierung des Insulins. 


2. Mitteilung iiber Insulin.}) 
Von 
Karl Freudenberg und Wilhelm Dirseher]. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg. 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Januar 1928.) 


1. Allgemeine Ergebnisse. 


Solange die Darstellung des reinen Insulins nicht ge- 
lungen ist und es an Anzeichen fehlt, daB dieses Ziel mit der 
heutigen Methodik erreichbar ist’), lohnt es sich, das Protein- 
gemisch, das das Insulin enthalt, Umwandlungen zu _ unter- 
werfen, die vielleicht Schliisse auf das reine Insulin zulassen. 
Wir haben deshalb Insulin vorsichtig acetyliert. 

Durch Fallung in indifferentem Lésungsmittel suspen- 
diertes Insulin wird in der Kalte mit einem Gemisch von 
Pyridin und Hssigsiureanhydrid behandelt. Im Verlaufe von 
einigen Stunden verwandelt es sich in ein wasser- und siiure- 
unlésliches, alkalilésliches ,,Acetylinsulin* von sehr stark ver- 
ringerter, aber komplizierter Wirkung. Eine Versuchsfolge ist 
im experimentellen Teile dieser Arbeit wiedergegeben (vel. 
Figur und den erliuternden Text). Manchmal trat sogar eine 
geringe Steigerung des Blutzuckers ein, in einzelnen seltenen 
Fiillen zeigten sich am Kaninchen Vergiftungserscheinungen 
(Lihmung der Hinterliufe und Tod). 


') i. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 157, S. 64 (1926). 


*) E, Dingemanse, E. Laqueur, Zs. f. ang. Chem. Bd. 40, 


S. 1322 (1927). 
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Um festzustellen, ob hier eine Wechselwirkung zwischen 
einer insulinartigen, Blutzucker senkenden und einer adrenalin- 
ahnlichen, Blutzucker steigernden Substanz vorliegt, hat sich 
Herr E. J. Lesser, dem wir auch hier herzlich fir seine 
Miihe danken, erboten, die Kinwirkung auf den Glykogengehalt 
der isolierten Froschleber bei der Durchstrémung zu unter- 
suchen. Ein nennenswerter EKinfluB, der bei Adrenalin im 
Abbau des Glykogens besteht, war nicht festzustellen. Auch 
die Vorstufe der Insulinwirkung, die Adsorption der Glucose 
an die roten Blutkérperchen, macht das Acetylinsulin nicht 
mit. Wie uns Herr O. Loewi freundlichst mitteilt, be- 
wirkt Acetylinsulin in Phosphatmischung (p, 7,6) gegeniiber 
der Kontrolle keine Differenz in der Verteilung der Glu- 
cose. Herrn Loewi sind wir fiir seine Bemiihung aufrichtig 
dankbar. 

Unter Bedingungen, die dem Insulin selbst nicht schaden 
(0,03 n-Alkali, 1—3°, 24 Stunden) wird das Acetylinsulin in 
ein Produkt verwandelt, das sich im Tierversuch wie Insulin 
selbst verhalt, aber nur noch ?/,—1/, von dessen urspriing- 
licher Wirksamkeit aufweist. Wir hielten dieses ,,Regenerat“ 
zunichst fiir geschidigtes Insulin. In der Léslichkeit nimmt 
es die Mitte zwischen Acetylinsulin und Insulin ein; wie 
dieses verursacht es 2 Stunden nach der Injektion die tiefste 
Senkung des Blutzuckers. Bei der Acetylierung liefert es wie 
das Insulin ein fast unwirksames Acetylinsulin, das jedoch bei 
der erneuten Behandlung mit Alkali ein zweites Regenerat 
liefert, dessen Starke nunmehr 80°/, des ersten Regenerats 
betrigt. Ware das Regenerat geschwichtes Insulin, so kénnte 
die Wirksamkeit des zweiten Regenerats infolge erneuter 
Schwichung wiederum nur 3/,—'/, des ersten betragen. 

Daraus ist zu folgern: Insulin wird in das fast wirkungs- 
lose Acetylinsulin verwandelt; dieses liefert mit ver- 
diinntem Alkali ein insulinartiges, aber spezifisch 
schwicher wirkendes ,,Regenerat“, das vom urspring- 
lichen Insulin verschieden ist. MHbierfiir spricht auch die 
Beobachtung, daB das Regenerat gegen Alkali weniger emp- 
findlich zu sein scheint als das Insulin. 
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Der Acetylierung kénnen unter den gewidhiten Bedin- 
gungen —OH, —NH, und manche =—NH-Gruppen anheim- 
fallen. Die entstehenden -—NH-COCH,-Gruppen (Amino- 
acetyl) kénnen, soweit uns bekannt ist, von dem zur Regene- 
rierung dienenden verdiinnten Alkali nicht verindert werden, 
wohl aber —QO-COCH,-Gruppen (O-Acetyl) und _ vielleicht 
=N-COCH,-Gruppen (Imino-acetyl). Die einfachste Annahme 
ist deshalb die, daB bei der Acetylierung Amino-, Hydr- 
oxyl- und vyielleicht auch Imino-Gruppen besetzt 
werden, und daB bei der Regenerierung die Amino- 
gruppen besetzt bleiben, die Hydroxylgruppen da- 
gegen wieder freigelegt werden. Was mit eventuell vor- 
handenem Iminoacetyl geschieht, steht nicht fest. Natiirlich 
sind auch andere kompliziertere Vorgange méglich (z. B. Acety- 
lierung von —SH), die zu diskutieren unniitz ware. Die obige 
Betrachtung geht von der Annahme aus, dab die wirksame 
Substanz des als Insulin bezeichneten Proteingemisches ein 
einheitlicher Kérper und nicht ein Gemisch von verschiedenen 
insulinartigen Stoffen ist. | 

Wer im Insulin einen proteinartigen Koérper sieht, wird 
annehmen, daB die Proteine, die den Hauptbestandteil des 
,Llnsulins“ des Handels ausmachen, dem eigentlichen Hormon 
nahestehen. In diesem Zusammenhang mag es interessieren, 
daB das Acetylinsulin 3—4°/, Acetyl enthalt. Aus der Leich- 
tigkeit, mit der das Acetyl bei der Bestimmung’) abgespalten 
wird, kann mit einiger Wablrscheinlichkeit geschlossen werden, 
ob O-Acetyl oder N-Acetyl vorliegt. In unserem Falle wurden 
alle 3—4°/, Acetyl — der Gehalt schwankt mit den Pra- 
paraten — als O-Acetyl festgestellt; schwerer abspaltbares 
N-Acetyl wurde nicht gefunden und kann nur in geringen 
Mengen (unter einem Prozent) im rohen Acetylinsulin vor- 
handen sein. Hiermit stimmt die Angabe von H. A. Shonle 
und H. J. Waldo”) tiberein, die nach van Slyke keinen 
Aminostickstoff im ,Insulin“ gefunden haben. Wir halten es 





1) K. F. und M. Harder, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 433, 8. 230 


(1928). 
2) Jl. of Biol. Chem. Bd. 58, S. 781 (1928/24). 
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aber fiir verfriiht, aus den Acetyl- und Aminobestimmungen 
Schliisse auf das Reininsulin zu ziehen. Da dieses wohl nur 
einen kleinen Bruchteil des ,,.IInsulins“ ausmacht, werden durch 
die Acetylbestimmungen unsere obigen Folgerungen iiber Amino- 
Acetyl usw. nicht beriihrt. Im Regenerat wurden 0,8°/, Acetyl 
gefunden; eine Unterscheidung der Bindungsart ist bei diesem 
kleinen Betrage nicht méglich. 

Der Schilderung der einzelnen Versuchsergebnisse schicken 
wir eine genaue Beschreibung unserer MeBmethodik voraus. 
Angaben iiber Insulin, aus denen nicht hervorgeht, da’ Durch- 
schnittswerte aus vielen Messungen an einer ganzen Anzahl 
von Tieren vorliegen, halten wir fir véllig wertlos. Leider 
fallen hierunter sehr zahlreiche Arbeiten der in- und aus- 
landischen Literatur. Die strengen Forderungen, die E. La- 
queur’) fiir die Bewertung des Insulins aufstellt, werden viel 
zu wenig beachtet. Wir halten sie fiir sehr begriindet und sind 
ihnen gefolgt. Die Tabelle V, um ein Beispiel anzufiihren, stiitzt 
sich auf 828 Titrationen. Im Verlaufe dieser Arbeit sind etwa 
15000 einzelne Blutzuckerbestimmungen in 2500 Tierversuchen 
(Bestand: 170 Kaninchen) ausgefiihrt worden, eine Aufgabe, 
die ohne die gewissenhafte Ausdauer von Fri. E. Spiess, 
G. Wegener und G. Werner nicht hatte erfiillt werden kénnen. 

Der I. G. Farbenindustrie, Werk Héchst und der Not- 
gemeinschaft der deutschen Wissenschaft sind wir fiir die 
Unterstiitzung der Arbeit groBen Dank schuldig. 


2. Die Bestimmung der Wirksamkeit des Insulins. 


Die genannte Zahl von 170 Kaninchen ist nétig, damit 
laufende Messungen ausgefiihrt werden kénnen. An 5 Wochen- 
tagen werden je 24 Tiere vorgenommen; jedes Tier wird nur 
einmal in der Woche verwendet. Die Diit der Tiere ent- 
spricht den iiblichen Vorschriften. 

Als Einheit beniitzen wir die kleinste Insulinmenge, die 
imstande ist, den Blutzucker eines 2 kg schweren Kaninchens 


!) EK. Laqueur u. S. E. de Jongh, Biochem. Zs. Bd. 163, 8. 308 
(besonders 8S. 886) (1925); A. Grevenstuk u. E. Laqueur, Insulin. 
Miinchen 1925. 
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auf 0,045°/, zu senken. Bei dieser Definition kommt es noch 
auf die Methodik der Messung an. In der Form, wie wir die 
Bestimmung handhaben, kommt unsere Einheit ungefahr der 
internationalen gleich. Im iibrigen ist das genaue Verhiltnis 
unserer Einheit zur internationalen vollig belanglos, da wir 
uns ausschlieBlich auf eigene Messungen stiitzen. Die ver- 
wendeten Kaninchen wiegen 1,8—3,0 kg. Dosiert wird pro- 
portional dem Gewicht. Nach unserer Erfahrung ist dies zulassig. 

Die Senkung vom jeweils gemessenen Anfangsblutzucker 
(90—120°).., = 0,09—0,12°,,) bis auf die ,,Krampfgrenze« 
(45°/ 499) Wird gleich 100 gesetzt und die gefundene Wirkung 
in Prozenten ausgedriickt. Diese .prozentuale Wirkung“ ist 


; ,, a—b : ;, 
gleich 100- — yp Wenna der Anfangsblutzucker in Prozenten 
es - 
mal 1000 ist, und 4 (gleichfalls in °,...) der tiefste Biutzucker 
nach der Injektion. 

Wir finden nach Interpolation aus vielen Messungen fol- 
genden Zusammenhang zwischen Dosis und prozentualer Wirkung. 


Tabelle L 











Einheiten 0,1 0.2 03 04;,05 0,6 07 O08 06, oh. 3] 
G. menor 
proz. Wirkung 16,40 3% 66 «75 «83 «6839—(U84 OS ic 
Diese Zahlen entsprechen nahe einer sehr sorgfaltig anf- 
Laqueur und S. E. de Jong 


genommenen Kurve ron E. 
die damals mit klinischen 
heit) rechneten. Der Schwell g 
Einheiten. Da sich die Kurve ungefahr asymptotisch der 
Krampfgrenze nahert und bei der Cherdosierang kei 
eine geringe weitere Senkung erzielt wird, lassen gefundene 
prozentuale Wirkungen nahe um 100°, keimen 
Schlu8 auf die Insulinmenge zu. Des alb wird 
verschiedenen Dosen eingespritzt, wobei Sor 


daB mindestens ein Wert zwischen 40 un 





‘')} Biechem. Zs. Bd. 168. S. 3352 (1925 Zam Vergieict — a. 
210¢ em. éai>. ) a BWVarh Wwe eine Livan’ ie cas 4 st oss Oo eed 


Kurve interpoliert werden. 
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(prozentualer Wirkung) liegt. Von hier wird mit Hilfe der 
Tabelle auf die ungefihre Einheit geschlossen und diese nun- 
mehr eingespritzt, falls nicht unter den abgestuften Dosierungen 
bereits ein Wert der so ermittelten Kinheit nahe kommt. 
Nach unseren Erfahrungen geniigt es keineswegs, aus einer 
prozentualen Wirkung, z. B. 60°/,, allein auf die Starke des 
Praiparates zu schlieBen; wegen der sehr groBen Streuung mub 
stets an einer Dosis unter mehreren eine Senkung von 95 
bis 100°/, wirklich erreicht sein. 

Von jedem zu messenden Priparat werden drei oder mehr 
Dosen hergestellt; von jeder Dosis erhalten mindestens drei 
Kaninchen entsprechend ihrem jeweiligen Gewicht subkutane 
Kinspritzungen. Jedem Kaninchen werden vor der Kin- 
spritzung und 2 Stunden danach jeweils 3 Blutproben ent- 
nommen (Hagedorn und Jensen). Alle einzelnen Zahlen- 
angaben fiir prozentuale Wirkungen in den nachfolgenden Ta- 
bellen bedeuten den Mittelwert von diesen drei Bestimmungen an 
3 Tieren (im ganzen 9 Messungen); der gesamte Versuch wird 
an anderen Tieren am nichsten Tage oder 6éfters wiederholt. 
Da von jedem Praparat mindestens drei Dosen zur Messung 
kommen und der Versuch wenigstens einmal wiederholt wird, 
stiitzt sich die Auswertung auf mindestens 54 Blutzucker- 
bestimmungen, zu denen ebenso..viele Messungen des Anfangs- 
blutzuckers kommen. AnschlieBend an die Tab. I] werden 
diese Angaben an Zahlen erliutert. Wir haben die Erfah- 
rung gemacht, da jegliche Abweichung von diesen Bedin- 
gungen so groBe Ungenauigkeiten nach sich zieht, da8 damit 
alle Zuverliassigkeit aufhort. 


3. Beschreibung der Versuche. 


Acetyl—Insulin. 


1 g Insulin (z, B. Trockenpraparat ,,Héchst“ 1 Hinheit = 
0,3 mg oder ,,Organon“, 1 Einheit = 0,7 mg) wird im Zentri- 
fugenglas in 30 ccm Methylalkohol gelést, mit 100 ccm Benzol 
gefallt und geschleudert. Dabei bleibt ein geringer Anteil 
(wenige Prozente) in Lisung; er besitzt die gleiche Wirksam- 
keit wie das Ausgangsmaterial. Der Niederschlag wird mit 
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100 ccm Benzol aufgeriihrt, erneut abgeschleudert und noch 
benzolfeucht in 20 ccm Pyridin und 10 ccm KEssigsiureanhy- 
drid bei 0° suspendiert. Die Mischung bleibt bei 0° 3 Stunden 


, stehen, wird mit Ather auf 100 ccm verdiinnt und geschleudert. 

Der Bodensatz wird viermal mit Ather aufgeriihrt, zentri- 
fugiert und im gleichen Glase im Exsiccator getrocknet. In- 
: sulin Laqueur Nr. 8. 72 (Kinheit 0,05 mg) léste sich un- 
geniigend in Methylalkohol und wurde unmittelbar mit dem 


| Acetylierungsgemisch behandelt. 

) Die Ausbeute an Acetylinsulin betragt rund 0,95 g. Die 
Differenz ist hauptsichlich auf den Wasser- oder Alkoholgehalt 
des Ausgangsmaterials zuriickzufihren. 


| Regenerierung des Insulins. 


Acetylinsulin aus 1 g Insulin wird mit 300 ccm 0,03 n. 
Natronlauge von 0° angeriihrt. Je nach der Herkunft des 
Insulins wird nach 3—10 Minuten eine klare Lésung erhalten. 
Sie bleibt 24 Stunden bei 1—3° stehen und wird danach mit 

etwa 52 ccm 0,2 n-Salzsiure bis p,, 3 angesiiuert, wenn die 
Lésung unmittelbar verwendet werden soll. Zum Einspritzen 
wird mit Wasser soweit verdiinnt, daB sich eine Einheit des 
urspriinglichen Insulins in 1/,—1 ccm der Lésung befindet. 
Wenn das regenerierte Insulin in fester Form gewonnen 
werden soll, wird die alkalische Liésung nur bis auf p,, 6 ab- 
gestumpft, wozu etwa 37 ccm 0,2 n-Salzsaiure nétig sind. Die 
Lésung wird aus einem Bade von 45° unter 12 mm zur 
Trockne eingedampft, der Riickstand mit 50 ccm Alkohol-— 
Wassergemisch (4:1) teilweise gelést und erneut eingetrocknet. 
Diese MaBnahme ist zweckmiBig, damit spiter ein pulvriges 
Trockenmaterial gewonnen wird. Der Riickstand wird mit 
80 ccm einer Mischung von Eisessig und Wasser (20:1) be- 
handelt; das regenerierte Insulin geht sofort in Lésung, die 
Hauptmenge des Kochsalzes lést sich langsamer und wird 
abgeschleudert. Die Salzmasse wird mit einer gleichen Essig- a 
siiure gewaschen und der AbguB der ersten Lésung zugefiigt. 
Der Riickstand ist véllig wirkungslos und enthalt den gréBten 
Teil des gebildeten Chlornatriums. Aus der essigsauren 
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Lésung wird mit dem doppelten Volumen absoluten Athers das 
regenerierte Insulin als lockeres Pulver ausgefallt, das mit 
Ather gewaschen und im Exsiccator getrocknet wird. Die 
sehr geringen Anteile, die aus den Ather—EKisessigmutterlaugen 
durch EKindampfen (12 mm) gewonnen werden kénnen, sind 


wirkungslos. 


Die Ausbeute an regeneriertem Insulinpriparat hangt von 
dem Gehalt an Kochsalz ab und betrigt nahezu ebensoviel 


wie das in Arbeit genommene Acetylinsulin. 


Die Ausbeute an Einheiten wurde auf folgende Weise 


festgestellt. 


Bei einem Verseifungsversuch wurde die Flissig- 


keit halbiert, nachdem im Gange der Aufarbeitung p,, 6 ein- 


gestellt war. 


Die eine Halfte wurde auf Trockenpriparat 


verarbeitet, die andere auf p,, 3 angeséuert und in diesem 
Zustande fiir Injektionen verwendet. 
wie aus der Tab. II hervorgeht, den gleichen Gehalt an Ein- 


heiten. 


Tabelle II. 


Beide Hilften hatten, 











‘| Zustand nach der | 
Regenerierung _ 


Einheiten urspriing- 
lichen Insulins 











~ Proz. Wirkung 
| (jede Zahl 3 Tiere) 





85 | 





70 | 85 | 100 | (100) 





Stirke des 


Regenerats ') bases 


x “Durchsehnittliche 


Stirke *) 











0,18 0,21 }0,14 | 0,18 





0,09) 0,20 |0,19 | 0,30 | (0,23) 





0,20 


Da diese Form der tabellarischen Zusammenstellung stets 
wiederkehrt, soll sie hier erliutert werden (Tab. ITI). 

Insulin wurde acetyliert und regeneriert; von der Liésung 
des Regenerats wurden am 4. 11. den Kaninchen 27, 28, 29, 
denen unmittelbar vor dem Versuche je drei Blutproben zur 
Bestimmung des Anfangsblutzuckers entnommen waren, so viel 
eingespritzt, daB auf 2 kg des jeweils bestimmten Gewichtes 
soviel Regenerat gegeben wurde, als aus 2,2 Hinheiten Insulin 
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hergestellt war. Nach 2 Stunden wurden von jedem Tier drei 
Proben entnommen. Aus den 18 Blutproben wurde die erste 
Zahl der obigen Tabelle, die proz. Wirkung 84 ermittelt. 


Tabelle IIL. 





























Kaninchen Nr. 27 28 29 
a_i 92] 96 96 | 112 120. 122] 106 108 | 109 
at aie __*' 0000 os | a 
Durchschnitt 
mo ee Gee Tee Ee 
Durchschnitt 107 


fiir 3 Kaninchen 





Blutzucker 2 Stunden | a Fee Pees Sciataiell 
‘nach der Injektion | *7 (°4 (90 | °° | ye 














Durehschnitt 
fiir 1 Kaninchen te 50 ial 62 = 
Durchschnitt 55 


fiir 3 Kaninchen 





a=107, 6=55; 100 ane = proz. Wirkung = 84. 

Diese Wirkung entspricht nach Tab.1 einer Dosis von 
0,62 Kinheiten. Die ,Stirke des Regenerats* (Horizontal- 
spalte 4 der Tab. Il) betrigt = = 0,28 Einheiten, bezogen 
auf die Kinheit des urspriinglich angewendeten Insulins. 

In der gleichen Weise wurde am selben Tage mit den 
Tieren 80, 31 und 82 und den doppelten Dosen die proz. 
Wirkung 98 und die Stirke 0,21 ermittelt; am nichsten Tage 
an den Kaninchen 33, 34, 35 und 36, 37, 38 die Zahlen- 
paare 81 und 0,26 sowie 85 und 0,14. Am 3. Tage lieferten die 
Kaninchen 39—44 die Zahlen 65 (0,18) und 94 (0,18). Fiir die 
Durchschnittszahl 0,21 (Spalte 5) sind demnach 18 Kaninchen 
mit zusammen 108 Blutproben herangezogen worden. 

Eine Schwierigkeit bei der Auswertung der Zahlen in 
Spalte 3 (Tab. IL) entsteht, wenn prozentuale Wirkungen von 
100°/, erreicht werden, wie dies bei den letzten 2 Werten der 
Fall ist. Hier mu8 zuniichst entschieden werden, ob eine Uber- 
dosierung vorliegt oder nicht. Bei Verwendung von 2,2 urspriing- 
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lichen Insulineinheiten ist in diesem Falle eine prozentuale Wir- 
kung 41 und 70 erzielt worden, die nach Tab. I 0,20 und 
0,45 Einheiten entspricht. Wird das 11/, fache (3,3 urspr. Kinh.’} 
dosiert, so wird in einem Falle die prozentuale Wirkung von 
85 = 0,63 Einheiten, im anderen eine prozentuale Wirkung von 
100 erhalten. Um zu entscheiden ob dieser letzte Wert einer 
Kinheit oder mehr entspricht, miissen die iibrigen Zahlen be- 
trachtet werden. Schon die prozentuale Wirkung von 85 = 
0,63 Einheiten, die an drei anderen Tieren im Parallelversuch 
ermittelt wurde, laBt darauf schlieBen, daB keine Uberdosierung 
vorliegt. Auch die beiden vorangehenden Ziffern 41 und 70, 
die 0,20 und 0,45 Kinheiten entsprechen, lassen die gleiche 
Folgerung zu. Das 1'/, fache von 0,20 und 0,45 ist 0,30 und 
0,68. Eine Dosis, die in 3 Fallen 0,30, 0,68 und 0,63 Ein- 
heiten entsprochen hat, zeigte im 4. Falle die Wirkung einer 
ganzen Hinheit. Dieser 4. Wert kann demnach keiner Uber- 
dosierung gleichkommen und darf in Rechnung gestellt werden. 
Geschieht dies, so lift sich aus diesen 4 Messungen berechnen, 
daB den 3,3 Einheiten urspriinglichen Insulins jetzt 0,65 Kin- 
heiten entsprechen. Wird nun von 3,3 auf 4,4, also auf das 
*/, tache gesteigert, so sollte aus den vier vorangehenden Werten 
die Wirkung von 0,87 Einheiten erwartet werden gleich einer 
prozentualen Wirkung von 96. Gefunden wurde 100°/,. Hier 
ist eine Uberdosierung nicht ausgeschlossen. Wir haben in 
solchen Fallen, wenn die tibrigen Zahlen eine prozentuale Wir- 
kung von 95 und dariiber ergeben, prozentuale Wirkungen 
von 100 als Minimalwerte betrachtet und in den Tabellen ein- 
geklammert. Sie kénnen zur Bestitigung der tibrigen Zahlen 
dienen, werden aber fiir die Berechnung des Durchschnitts 
nicht verwendet. 


Die Dauer der Acetylierung und Regenerierung. 


Die notwendige Dauer der Acetylierung ist in der obigen 
Vorschrift mit 3 Stunden angegeben, weil sich gezeigt hat, 
da8 erst von 2 Stunden aufwirts die Wirkung des urspriing- 
lichen Insulins infolge der Acetylierung auf ein Minimum ge- 
sunken ist. Fertig acetylierte Priparate schwanken je nach 
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der Herkunft zwischen '/, der urspriinglichen Insulinwirkung 
} (also deutlicher Senkung) und gelegentlicher Blutzuckererhéhung. 
Die folgende Figur bringt aus dem reichhaltigen Beobachtungs- 
material eine Serie, bei der durchweg deutliche Senkungen fest- 
gestellt wurden. Die Kurvenpunkte bedeuten Mittelwerte aus 
Messungen an 3—12 Tieren. Aus der Figur geht hervor, daB 
| nach 5 oder 30 Minuten der Endpunkt der Acetylierung noch 
nicht ganz erreicht ist, wohl aber nach 2 Stunden. 8 stiindige 
Kinwirkung zieht keine weitere Verinderung nach sich. 


90 mes Insulin 
prozentuale | \ 
Wirkind 
} } j 
00 _ ’ | 
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Die eingetragenen Zahlen bedeuten die Dauer der Acety- 
lierung. Das Acetylinsulin wurde in waBriger Suspension ein- 
gespritzt, nur bei dem Versuche Z wurde es in Lésung verwendet. 

Der Versuch zeigt zugleich einen deutlichen Aufstieg der 
Wirkung bis zu der Menge Acetylinsulin, die aus einer Einheit 
urspriinglichen Insulins stammt. Die Wirkung entspricht bis 
zu diesem Punkte etwa dem 5. Teil einer Insulineinheit. Die 

| Kurve ,,1/, Insulin“ zeigt dies und gibt zugleich an, welcher 
Aufstieg bei stirkerer Dosierung mit einem Insulinpriparate 
zu erwarten ware, das auf 1/. seiner Wirksamkeit herabgedriickt 
ist. Die Kurven des Acetylinsulins folgen jedoch dieser 
1/.-Insulinkurve nicht; bei stairkerer Dosierung zeigt sich ein 
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Abfall und dann erst wieder ein Aufstieg wie bei einem 
Insulinpriiparate, das auf 1/,,—1/,, seiner urspriinglichen Wir- 
kung herabgedriickt ist. Diese Erscheinung haben wir oft 
beobachtet, allerdings nicht immer so deutlich wie an der 
hier wiedergegebenen Versuchsserie. Wenn das Acetylinsulin 
rasch in 0,03 n-Alkali gelést und sofort wieder angesiuert wird, 
so werden dieselben Ergebnisse erhalten, auch in bezug auf 
die Uberdosierung. Die Kurve J der Figur gibt einen solchen 
Versuch wieder (3 Stunden acetyliert, 10 Minuten nach der 
Auflésung und Ansiuerung gespritzt), bei dem das Acetyl- 
insulin gelést blieb. 

Die nétige Regenerierungsdauer wurde an Priparaten fest- 
gestellt, die 3 Stunden lang acetyliert waren. 
































Tabelle 
1 Dauer der Acetylierung 3 Stunden 
2 Dauer der Alkaliwirkung (1—3°) 45 Minuten | 1 Std. 30 Min. | | 
Anzahl der Tiere 6 fe 
3 (fiir jede Ziffer der Spalte 5) 
4 Einheiten urspriinglichen Insulins 0,5 | 1,0 11,5 0,5 | 1,0 (1,5 | 
Prozentuale Wirkung 15 39 54/ 10; 38| 82) 
6 Stirke des Regenerats’) 0,20 | 0,20 | 0,20 | 0,15 | 0,20} 0,10) | 
7 Durechsehnittliche Stirke ') 0,20 | 0,15 | 





Die Tab. IV zeigt in Spalte 7, daB die Regenerierung 
zwischen 5 und 24 Stunden (1—3°, 0,03 n-NaOH) beendet ist. 
In mehreren Fallen schienen 5 Stunden noch nicht zu ge- 
niigen. Wir haben infolgedessen im weiteren Verlaufe der 
Arbeit stets 20—24 Stunden lang verseift. Die von uns ver- 
wendeten Insulinpraparate leiden unter diesen Bedingungen 
noch nicht und zeigen erst nach mehreren Tagen eine deut- 
liche Schwichung (Tab. VI). Bei Zimmertemperatur tritt die 

Q Schidigung jedoch bereits in 24 Stunden ein. Der letzte Teil 
der Tab. IV zeigt an einem anderen einheitlich durchgefiihrten 
Versuche, daf es belanglos ist, ob vor der Regenerierung 3 


1) Bezogen auf die Einheit des urspriinglich angewendeten Insulins. 











= 


Die Acetylierung des Insulins. 13 


oder 91 Stunden lang acetyliert worden ist. Der Unterschied 
von 0,28 und 0,23 Einheiten liegt innerhalb der Fehler- 
grenze. 

Die geschilderten Versuche wurden mit ,,Insulin Organon“ 
(Kinheit 0,7 mg) und ,,.[nsulin Hochst“ (Kinheit 0,22 mg) aus- 
gefiihrt. Zur Sicherheit wurde auch ein hochwertiges Praparat 
herangezogen, das uns Herr EK. Laqueur freundlichst iiber- 
lassen hat (Nr. S 72, Einheit 0,05 mg). Wir beobachteten 
auch in diesem Falle ein fast volliges Verschwinden der Insulin- 
wirkung nach der Acetylierung und Wiederbelebung nach 5- 
und 24stiindiger Behandlung mit Alkali. Allerdings scheint 
hier auch das Insulin selbst vom Alkali starker geschadigt zu 
werden als die Priparate Organon und Héchst. 





} 





























zy. 

3 Stunden 3 Stunden | ae 91 Stdn. 
| 2 2 Stan. 15 Min. | 5 Stunden | 24 Stunden 85 Stdn. | 25 Stdn. 
Bases ‘ si i PF sa sceiccan : 

g 
9 6 9 6 9 | 9 
0,5 (1,0 1,5 0,5 S40 |45 1,0 1,5 | 2 4] 2 mae a 
a1 55, 58 48 61, 60 80 | 80} 79 (100) | (100) 67 | 99 
0,30 0,30 | 0,20 0,50 0,85 | 0,28. 0,55 | 0,87 | 0,28 | (0,25) linda 0,20 | 0,25 
0,27 0,34 0,40 028 | 0,28 


Wiederholte Acetylierung und Regenerierung. 


Insulin (Héchst) wurde acetyliert und nach der Regene- 
rierung fest abgeschieden. Dieses Regenerat wurde erneut 
acetyliert und wieder regeneriert. Jetzt wurde es in Lésung 
verwendet. Die Ergebnisse sind in der Tab. V niedergelegt. 
Jede Zahl der Spalten 3 bedeutet das Mittel aus 3 Tieren. 
Im einen Falle wurde durch die erneute Behandlung eine 
Schwichung auf 80°/,, im anderen auf 77°/, festgestellt. Wenn 
also Insulin acetyliert und regeneriert wird, so wird ein Rege- 
nerat erhalten, das nur noch 20—33°/, der Wirksamkeit des 
urspriinglichen Insulins zeigt; wird dieses ,,Regenerat“ erneut 
ebenso behandelt, so verindert es sich nur noch sehr wenig, 


denn es wird mit 80°/, seiner Wirksamkeit zuriickerhalten. 


* 
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I 
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Tabelle V. 

















0,09 0,16 0,23 


1. Regenerierung 2. Regenerierung 
2 Kinheiten urspriingl. Insulins 2,2 | 3,3 | 4,4 2,2 | 3,3 | 4,4 
—— _ ———~ — - { - _ _ ~— — ian — coe RE ————— i hale pe 
Prozentuale Wirkung ‘ : | aes = | 
5 e r c rye . Si ( | : é j H a : t | O% « ) 5 
(jede Zahl 3 Tiere) 41 | 70 _ 89 100 | (100) | 43 5 47' 883] 87| 1 98 | 100 | 81 
Stiirke des Regenerats') 0,09 | 0,20 | 0,19 | 0,30 | (0,23) | 0,10 | 0,14] 0,11 | 0,18 | 0,20 | 0,14 | 0,21 0,23 | 0,13 
i | | ! i i 
Durchschnitte ') 0,20 0,16 
1. Regenerierung 
ticrinacuallgpetem e SEE Es 
2 Kinheiten urspriing]. Insulins | 2,2 3,3 4,4 | 5,9 | 6,6 
— a —— —_ = = eumeetusiggeens — ies a mtest ——— a - - - — —— 
, | | | | | 
Prozentuale Wirkung . le | " m” a | \ | i; \ ¢ 
(iede Zahl 3 Tiere’ 84 | 87 | 75 11} 100} 78 | 100: 87 | 85 81 (100) (100)|(100))(100)| (100) } (100) 
Stiirke des Regenerats ") 0,27 | 0,20 | 0,15 0,10/ 0,23 |0,12| 0,23 | 0,15]0,14 0,11 (0,18) (0,15) 
a Durchschnitte ') 0,17 
2. Regenerierung 
2 Kinheiten urspriingl. Insuling | 2,2 | 3.5 4,4 | 55 6,6 
Prozentuale Wirkung zs P a | | a " 
. . ‘ 96 H 1 oe ‘ | a DZ 78 ve 2 Q 1 ‘ « 3 7 
(jede Zahl 8 Tiere) 56 4 | i) 90 ' 100 ' 100 iS 75 9 81 00;' 90 | 98 85 87 
4 Stirke des Regenerats ') 0,14 | 0,09 | 





Durchschnitte ') 


1 





0,23 0,07 0,12/0,11|0,13; 0,1 0,15;0,11 0,14} 0,10 | 0,10 


0,13 
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Verschiedenheit 


Versuche w 
zu 115 Stunden bei 1—3° der Wirkung von 0,03 n-Alkali aus- 
gesetzt (100 mg Insulin = 400 EKinheiten, 30 cem 0,03 n-NaOH, 
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keit von Insulin und Regenerat gegen Alkali. 


von Insulin und Regenerat scheint 
r griéBeren Alkalibestiindigkeit des letzteren zum 
zu In dem in Tab. VI niedergelegten 


urde nebeneinander Insulin und Acetylinsulin bis 


kommen. 


mg Acetylinsulin). Nach 19 Stunden ist das In- 
nach 43 Stunden kaum geschwiicht (innerhalb der 


Versuchsfehler). Nach 115 Stunden ist aber seine Wirksamkeit 


Tabelle VI. 





} oe a 


Dauer der Alkali- 
wirkung. Stunden 


_ Einheiten urspriingl. 
Insulins 





Prozentuale Wir- 
kung nach der 


Alkalibehandlung 


Stiirke nach der 
Alkalibehandlung ') 


Durchschnittliche 
Stirke ') 


Insulin 


19 


0,7 





98 78 |(100)|(100) 71 | 93 (100)/(100) 68 | 59 100. 68 


| 
j 
| 
| 
| 


1,30 0,77 (0,7)| (0,7) 0,64 | 1,10 (0,7) | (0,7) | 0,60 | 0,48 0,70 0,31 


1,03 O,S7 0,52 





Dauer der Alkali- 





wirkung. Stunden 


Einheiten urspriingl. 
Insulins | 


_ Prozentuale Wivr- 
_ kung nach der 
| Alkalibehandlung 


| Stirke nach der 
| Alkalibehandlung ') 


Durehschnittliche 
Stiirke ‘) 





Acetylinsulin 
43 


1,4 1,4 





47 69 46 | 64 | 66 59 49 67 





0,34 | 0,30 0,31) 0,36 0,34 | 0,55 | 0,29 | 0,38 0,50 0,37 0,29 0,16 


0,33 0,39 0,33 
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auf die Hilfte herabgedriickt. Acetylinsulin liefert ein Rege- 
nerat, das noch ?/, der Starke des urspriinglichen Insulins 
besitzt und diese Wirksamkeit auch nach 115 stiindiger Be- 
handlung mit Alkali noch aufweist. 


Zeitliche Wirkung des Regenerats. 

Wenn, wie wir wahrscheinlich gemacht haben, das ,,Rege- 
nerat* ein verindertes (nicht nur geschwiichtes) Insulin ist, so 
ist zu fragen, ob seine blutzuckersenkende Wirkung zeitlich 
mit dem Insulin itibereinstimmt. Die folgende Tab. VII zeigt, 
daB dies der Fall ist. Jede Horizontalreihe gibt den Verlauf 
des Blutzuckers bei einem Tiere an. Die tiefsten Werte sind 
fett gedruckt. Das Maximum der Senkung tritt wie beim 
Insulin nach 2 Stunden ein. Trotz der starken Uberdosierungen 
erlitten nur 5 Tiere Krimpfe (Kr), weil die meisten schon 
vielmal zu Versuchen gedicnt hatten. Bei Eintritt des Krampfes 
(fast regelmiBig kurz vor 2 Stunden) wird die iibliche 3 fache 
Blutprobe entnommen und dann subcutan Glucoselésung (Gl) 


Tabelle VII. 


0 > > 
ooo" Diutzucker. 




















Anzahl Stunden Anzahl Stunden 
der der 
een ere eee ee Einheiten 7 
Regenerat] 0 | 1 2 | 4 6 | 8 fRegenerat}] 0/1, 2 | 4 6/18 
78 60 27; 58) 86 — 8852) 37 68) 86 - 
83/74 55] 72] 86 — $ 8054, 43 47/104 — 
$3143; 20' 65) 86 — 98 62/ 32 59) 73, — 
86 45) 3 81) 82 8d 95 48 25 56! 65) 5 
94/40 40 54] 61 81 108 62 Kr 34 G140 40 31 
P 124/72; 40, 47) 74 15 ; 84.59|,, 21) ,, 54 52) 35 
7 96/73} 45 56) 50 — : 105 63 42 59| 91) — 
96/48! 49 81) 50 — 92/47/,, 31) ,, 841 961 — 
95145; 52) 77 66 — 107 72) 39 57| T7| — 
118/69! 45 71 78 97 94 65 Kr 29 G1105 123 92 
3 117/40 Kr 30 G184 101/103 6 9265 46 71 87 61 
119168 48 65 88 95 10169 52) 60 58 53 
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eingespritzt (20 ccm 20°/,). In zwei der hier verzeichneten 
Krampffallen hielt sich trotz der Glucosegabe der Blutzucker 
noch 8 Stunden nach Eintritt des Krampfes unter 0,40°/,,, 
wihrend er in den drei anderen Fiillen 2 Stunden nach dem 
Krampfe wieder fast normal war. Geniigend lange (20 Stunden) 
mit Alkali regeneriertes Priparat zeigt im Gegensatz zum 
Acetylinsulin keine Giftwirkung. 


Acetylbestimmungen.') 

Acetylinsulin aus Insulin Hochst (1 Einheit 0,3 mg). Vier 
Tage mit Ather extrahiert. 

0,2266 g Substanz verbrauchten nach der O-Acetylbestimmung 
0,85 ecm n/5-NaOQH, N-Acetylbestimmung 0,0 eem n/5-NaOH. 

Gef. O-Acetyl 3,23°/, N-Acetyl 0,0°/,. 

Acetylinsulin aus Insulin Hochst (1 Einheit 0,3 mg), mit 
Ather extrahiert. 

0,1754 ¢ Substanz gaben 0,79 cem n/5-NaOH. 

Gef. QO-Acetyl 3,88°/, N-Acetyl 0,0°/,. 

Regenerat (Hochst), mit Ather extrahiert. 

0,3922 g Substanz gaben 0,24 cem n/5-NaOH fiir O-Acetyl, 0,15 com 
fiir N-Acetyl. 

Get. O-Acetyl 0,53°/, N-Acetyl 0,33°/, 

Wir wiederholen, daB die Unterscheidung von O- und 
N-Acetyl nicht genau ist und nur einen ungefiihren Anhalt 
bedeutet. 

Die Benzoylierung des Insulins ist in Angriff genommen, 
desgleichen die Fraktionierung des Acetylinsulins und des 
Regenerats. Uber die Wirkung von Enzymen auf das 
Regenerat werden wir demniichst berichten. 


) Ausgefiihrt von Herrn E. Knop?. 


LY 
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Uber die Wirkungsweise der Hefepolypeptidase. 


(Zehnte Abhandlung iiber Pflanzenproteasen in der 
von R. Willstatter und Mitarbeitern begonnenen 
Untersuchungsreihe.) 


Von 


Wolfgang Grassmann und Hanns Dyckerhoff. 


Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Minchen.) 


Der Redaktion zugegangen am 12, Januar 1928.) 


Theoretischer Teil. 


Die peptidspaltenden Enzyme der Hefe lassen sich, wie 
vor kurzem gezeigt werden konnte’), durch fraktionierte Ad- 
sorption an Tonerde in zwei Komponenten zerlegen, von denen 
die eine (,Hefe-Dipeptidase“) in ihrer Wirkung auf die 
Hydrolyse von Dipeptiden beschriinkt ist, wihrend die 
andere (.,Hefe-Polypeptidase“) Tri- und Tetrapeptide 
angreift und bis zur Dipeptidstufe, aber nicht dariiber hinaus 
zerlegt. Dieses Ergebnis, das in dem neuerdings beobachteten 
unterschiedlichen Verhalten tyrosinhaltiger Dipeptide und Poly- 
peptide gegeniiber dem Pankreastrypsin eine bemerkenswerte 
Analogie gefunden hat (KE. Waldschmidt-Leitz, W. Grass- 
mann und H. Schlatter’); Waldschmidt-Leitz und Mit- 
arbeiter*)) weist innerhalb der Gesamtheit der Peptide den 
Dipeptiden eine Sonderstellung hinsichtlich der enzymchemi- 
schen Angreifbarkeit zu, eine Sonderstellung, die tibrigens auch 
in einzelnen ihrer chemischen Kigenschaften zum Ausdruck zu 


') Diese Zs. Bd. 167, S. 202 (1927). 
*) Chem. Ber. Bd. 60, S. 1906 (1927). 
3) Chem. Ber. Bd. 61, S. 299 (1927/28). 
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kommen scheint. Ob auSerdem auch im Bereich héherer und 
hoher Peptide Unterschiede der enzymatischen Angreifbarkeit 
vorkommen, die allein durch die Anzahl der Bausteine des 
Peptidmolekiils bedingt sind, scheint gegenwirtig noch nicht 
geniigend geklirt. Die Frage, ob fiir den Spezifititsbereich 
der Hefepolypeptidase eine obere Grenze existiert und ob sie 
insbesondere mit dem tryptischen Enzym der Hefe identisch ist, 
haben wir einer eingehenden Priifung vorbehalten, iiber deren 
Ergebnis wir demnichst berichten werden. Is soll indessen 
hervorgehoben werden, da8 wir im Verhiltnis der tryptischen 
und der Polypeptidasewirkung verschiedener Polypeptidase- 
praparate schon jetzt erhebliche Verschiebungen angetroffen 
haben, die mit der Annahme einer Identitait der tryptischen 
und der polypeptidspaltenden Komponente kaum zu_ ver- 
einigen sind. 

Es ist der Zweck der vorliegenden Untersuchung, die 
Polypeptidase hinsichtlich ihrer Angriffsweise bei der 
Hydrolyse einfacher Tri- und Tetrapeptide zu kennzeichnen, 
und ihre Verwendbarkeit fiir die stufenweise Hydrolyse 
einfacher Polypeptide darzutun, eine Aufgabe, fiir die 
bisher nur wenige, in ihrer Anwendbarkeit beschrinkte 
chemische?) und enzymchemische*) Methoden bekannt ge- 
worden sind. 

Die durch die dipeptidasefreie Polypeptidase eingeleitete 
Hydrolyse von Tripeptiden kommt, wie friiher fiir den Fall 
des Alanyl-glycyl-glycins und des Leucyl-glycyl-glycins ge- 
zeigt wurde, und wie wir unten an einem weiteren Beispiel 
(Glycyl-glycyl-leucin) belegen, nach der Zerlegung in ein Mol 
Aminosiure und ein Mol Dipeptid scharf zum Stillstand. 
Aber es war noch die Frage zu kliren, welche der beiden 
endstindigen Aminosiuren dabei in Freiheit gesetzt wird. 

Hier begegnet unsere Untersuchung einer Fragestellung, 
die in einer vor nunmehr 20 Jahren von EK. Abderhalden 





1) Vgl. dazu P.Schlack und W. Kumpf, Diese Zs. Bd. 154, 
S. 125 (1926); E. Abderhalden und W. Képpel, Diese Zs. Bd. 170, 


S. 226 (1927). 
2) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter, a. a. O. 


QO* 
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und Mitarbeitern’) in Angriff genommenen Untersuchungsreilie 
eingehend und sorgfaltig behandelt worden ist. Abderhalden 
verfolgte die Anderungen, die das optische Drehungsvermégen 
im Laufe der Hydrolyse aktiver Tri- und Tetrapeptide erfahrt. 
Aus der optischen Beobachtung kann auf die Art der bei der 
Hydrolyse durchlaufenen Zwischenprodukte geschlossen werden, 
vorausgesetzt, da die Drehwerte der in Frage kommenden 
Spaltstiicke bekannt und untereinander geniigend verschieden 
sind. Die optische Methode ist ohne Zweifel ein auBerordent- 
lich wichtiges und verhiltnismaBig bequemes Hilfsmittel fiir 
die Aufklirung des Verlaufes der fermentativen Polypeptid- 
spaltung. Aber sie fiihrt, wie das auch von E. Abderhalden?) 
hervorgehoben wird, nicht in allen Fallen zu eindeutigen Er- 
gebnissen. 

Dies gilt besonders fiir den Fall, daB die als Zwischenprodukte 
gebildeten Dipeptide verhiltnismiBig rasch weiter zerlegt werden. Wenn 
z.B. bei der Hydrolyse von 1(+)-Alanyl-glycyl-glycin, das 31,4° nach rechts 
dreht, ein anfinglicher Anstieg der Drehung beobachtet wird, so kann dies 
— von einer méglichen Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration 
abgesehen — nur durch die Bildung des hochdrehenden 1(+)-Alanyl- 
glycins((«]p = 50°) erklart werden. Aber der umgekehrte optische Effekt, 
rascher und kontinuierlicher Abfall der Drehung von Anfang an, braucht 
nicht unbedingt auf der Zerlegung in Glycyl-glyecin und das wenig 
drehende 1(+)-Alanin({o],) = 2,7°) zu beruhen. Man wiirde dasselbe Ver- 
halten beobachten, wenn 1(+)-Alanyl-glycin primir gebildet, aber im 
Vergleich zum Tripeptid rasch weitergespalten und daher niemals in 
nennenswerter Menge angehiuft wiirde. 

Vom Standpunkt der weiterentwickelten enzymatischen 
Methodik kann aufSerdem heute gegeniiber jenen Unter- 
suchungen eine Reihe von Bedenken geltend gemacht werden; 
die wichtigsten beziehen sich auf die Nichtbeachtung der 
Wasserstoffionenkonzentration, sowie auf die Verwendung un- 
geniigend charakterisierter und nur miaBig wirksamer, dabei 
aber teilweise an stark drehenden Verunreinigungen reicher 





1) Diese Zs. Bd. 54, S. 363 (1907/08), Bd. 55, S. 416 (1908), Bd.57, 
S. 342 (1908), Bd. 62, S+145 (1909), Bd. 66, S. 277:(1910), Bd. 81, S.1 
(1912). 

*) Vel. z. B. E. Abderhalden und A. Fodor, Diese Zs. Bd. 81, 
S. 1 (1912) und zwar 8. 7 und 12. 
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Enzymmaterialien. So scheint es uns besonders nicht als ge- 
niigend gesichert, dab die Hydrolyse einfacher Tripeptide durch 
Darm- und Pankreassaft bei einzelnen Peptiden mit der Ab- 
spaltung der am Carboxylende, bei anderen mit der Abspaltung 
der am Aminoende stehenden Aminosiiure einsetzen soll, eine 
Vorstellung, die nur schwer mit den iiber die Wirkung des 
Darmerepsins kiirzlich entwickelten Ansichten!) zu vereinbaren 
wire. In allen Fallen l4Bt schlieBlich die optische Analyse die 
Frage offen, ob die enzymatische Hydrolyse eines Polypeptides 
ausschlieBlich an einer einzigen Stelle des Molekiils einsetzt, 
oder ob sie gleichzeitig an mehreren Peptidbindungen, wenn 
auch mit stark verschiedener Geschwindigkeit, erfolgt. Im 
Falle der Hefepeptidasen, wo die Polypeptidhydrolyse nun- 
mehr in zwei scharf getrennte EKinzelprozesse zerlegt werden 
kann, hat sich diese Frage durch die priparative Isolierung 
der gebildeten Zwischenprodukte mit Sicherheit lésen lassen. 

Die Isolierung der unter dem EinfluB der Polypeptidase 
aus Tripeptiden gebildeten Abbauprodukte haben wir bisher 
an zwel Beispielen, Leucyl-glycyl-glycin und Glycyl-glycyl-leucin, 
durchgefiihrt. In beiden Fallen wurde die die freie Amino- 
gruppe tragende Aminosiure abgespalten. Dieser Befund steht 
in Ubereinstimmung mit den Erfahrungen, die E. Abder- 
halden bei der Hydrolyse zahlreicher anderer Tripeptide 
durch Hefemacerationssaft gewonnen hat; er entspricht der 
von dem einen von uns”) geiiuBerten Vermutung, die auf den 
Vergleich der Hydrolysengeschwindigkeit bei ihnlich gebauten 
Peptiden gestiitzt war. In beiden Fallen konnte sowohl das 
intakte Dipeptid, als auch die abgespaltene Aminosiiure in 
guter, z. I’. quantitativer Ausbeute isoliert werden. Die zweite 
Peptidbindung der beiden Tripeptide ist auch nicht spuren- 
weise angegriffen worden. Das ergibt sich im Falle des 
Leucyl-glycyl-glycins aus der Isolierung einer quantitativen 


1) H. v. Euler und K. Josephson, Diese Zs. Bd. 157, 8S. 122 
(1926), Bd. 166, S. 294 (1927), Bd. 162, S. 85 (1926); Chem. Ber. Bd. 60, 
S. 1841 (1927); E. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter, a. a. 0.; E. 
Waldschmidt-Leitz und W. Klein, Chem. Ber. Bd. 61, im Erscheinen. 

2) Diese Zs. Bd. 167, S. 202 (1927), und zwar S. 207 und 213. 
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Ausbeute an Glycyl-glycin (als Esterchlorhydrat), im Falle des 
Glycyl-glycyl-leucins aus der véllig sichergestellten Abwesenheit 
von freiem Leucin. Der streng spezifisch verlaufenden Wirkung 
des Enzyms steht der unspezifische Verlauf der Alkalihydro- 
lyse gegeniiber. So haben E. Abderhalden und G. Brock- 
mann!) kirzlich bei der unvollstandigen Alkalihydrolyse von 
l-Leucyl-glycyl-d-alanin die Bildung von Leucyl-glycin, wie 
auch von Glycyl-alanin nachgewiesen. 

Es entspricht der geschilderten Angrifisweise, da8 Peptid- 
derivate mit substituierter Aminogruppe von dem Enzym 
nicht angegriffen werden. Die Hefepolypeptidase spaltet weder 
Benzoyl]-diglycyl-glycin noch 8-Naphthalinsulfo-glycyl-tyrosin, das 
nach den kiirzlich mitgeteilten Befunden von Waldschmidt- 
Leitz und Mitarbeitern (a. a. O.) als Substrat des Pankreastryp- 
sins zu gelten hat. 

Die enzymatische Hydrolyse der zwei gepriiften Tetra- 
peptide, Leucyl-diglycyl-glycin und Triglycyl-glycin erfolgt 
vollkommen entsprechend, namlich unter Abspaltung der end- 
stindigen Aminosiure, Leucin bzw. Glykokoll. Die Fest- 
stellung, da8 die Hydrolyse des Leucyl-diglycyl-glycins recht 
scharf nach der Auflésung einer Peptidbindung zum Still- 
stand kommt, hatte in der vorausgehenden Mitteilung zu der 
Annahme gefihrt, daB das Tetrapeptid in zwei Molekiile 
Dipeptid zerlegt werde; denn etwa gebildetes Diglycyl-glycin 
hatte von dem angewandten Enzymmaterial weitergespalten 
werden sollen. Der mitgeteilte experimentelle Befund ist an 
sich zu bestitigen: Die Reaktion steht in der Tat so gut wie 
vollstindig, wenn eine Carboxylgruppe in Freiheit gesetzt ist. 
Aber die Deutung ist eine andere. Der beobachtete an- 
nihernde Reaktionsstillstand beruht nicht auf der Abwesenheit 
spaltbaren Substrates, sondern auf der hemmenden Wirkung 
des gebildeten 1-Leucins. Die Spaltung des an sich nur 
schwer angreifbaren Tripeptids Diglycyl-glycin wird namlich, 
wie besondere Versuche ergeben haben, von Leucin in der in 
Frage kommenden Konzentration so stark gehemmt, daB sie 


') Diese Zs. Bd. 170, S. 147 (1927), und zwar S. 148 und 155. 
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innerhalb der damals eingehaltenen Versuchszeit nicht mehr 
sicher zur Beobachtung kommen konnte. Dieser Befund er- 
ginzt die Erfahrungen von H. H.Weber und H. Gesenius’), 
die kiirzlich iiber eine fast vollkommene Hemmung der enzy- 
matischen EiweiBhydrolyse durch verhiltnismiBig hochmole- 
kulare Spaltprodukte berichteten, um ein Beispiel aus dem 
Gebiet einfacher, niedermolekularer Substanzen. Man wird 
bei der Beurteilung der beim fraktionierten enzymatischen 
HiweiBabbau gefundenen enzymatischen Einzelleistungen sorg- 
faltig zu priifen haben, wie weit die beobachteten Reaktions- 
stillstinde durch die hemmende Wirkung von Abbauprodukten 
vorgetiuscht sein kénnen. 

Ks ist bemerkenswert, daB die Hydrolyse des Leucyl- 
glycyl-glycins und des Leucyl-diglycyl-glycins in scharfem 
Gegensatz zu derjenigen des Diglycyl-glycins durch Leucin in 
gleicher Konzentration nicht oder nur sehr wenig beeinfluBt 
wird. Wenn, wie wir annehmen, die hemmende Wirkung des 
Leucins auf Affinitit zum freien Enzym im Sinne von 
L. Michaelis”) und R. Kuhn’) beruht, so ist unsere Beob- 
achtung, die noch durch systematische Affinitétsmessungen an 
elmer gréBeren Anzahl von Aminosiiuren und Peptiden zu er- 
weitern sein wird, dahin zu verstehen, daB die Affinitiit des 
Enzyms zum Diglycyl-glycin weit geringer ist, als diejenige 
zu den gepriiften leucinhaltigen Peptiden. Wir halten es fiir 
wahrscheinlich, daB geringe Enzymaffinitit als eine allgemeine 
Kigenschaft der ausschlieBlich aus Glycinresten aufgebauten 
Peptide gelten kann, waihrend die Zerfallsgeschwindigkeit ihrer 
Hnzym-Substratkomplexe durchaus nicht gering zu sein braucht. 
Diese Annahme scheint den Befund von E. Abderhalden u. Mit- 
arbeitern *), wonach die ausschlieBlich glycinhaltigen Peptide von 
Alkali besonders leicht hydrolysiert werden, zwanglos zu vereinigen 
mit den Befunden der Enzymchemie, aus denen eine besonders 
schwere, enzymatische Angreifbarkeit dieser Peptide hervorgeht. 


') Biochem. Zs. Bd. 187, 8S. 410 (1927). 

2) Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1918); Bd. 60, S. 62, 79 (1914). 
5) Diese Zs. Bd. 125, S. 1 (1922/23), a. a. O. 

‘) Diese Zs. Bd. 170, S. 184 S. 146, S. 226 (1927). 





24 Wolfgang Grassmann und Hanns Dyckerhoff, 


Experimenteller Teil. 


1. Das Enzymmaterial. 


Kin einfaches Verfahren zur Gewinnung dipeptidasefreier 
Priparate der Hefepolypeptidase, das die Anwendung von 
Adsorptionsmethoden entbehrlich macht, griinden wir auf die 
Beobachtung, daB das ‘polypeptidspaltende Enzym im Gegen- 
satz zur Dipeptidase durch ziemlich hohe Bestindigkeit gegen- 
iiber Ammoniak ausgezeichnet ist (vgl. dazu 6. Abhandlung 
dieser Reihe 8. 270; 8. Abhandlung 8. 201). Schon die vor- 
iibergehende Einstellung ganz schwach alkalischer Reaktion bei 
der Durchfiihrung der Neutralautolyse geniigt, um die Aus- 
beute an dipeptidspaltendem Enzym empfindlich herabzusetzen; 
vollkommen dipeptidasefreie Lésungen des tryptischen und des 
polypeptidspaltenden Enzyms werden erhalten, wenn man die 
Autolyse in Gegenwart von Chloroform von Anfang an bei 
deutlich alkalischer Reaktion vor sich gehen laBt (vgl. dazu 
6. Mitteilung dieser Reihe S. 273.) Die Trypsinausbeuten 
finden wir dabei kaum geringer als bei dem friiher be- 
schriebenen Verfahren der raschen fraktionierten Autolyse 
in Gegenwart von Essigester (R. Willstatter und W. Grass- 
mann’); vgl. dazu auch W. Grassmann und W. Haag’). 
Aber das Enzym ist in den erhaltenen Liésungen von erheb- 
lich gréBeren Mengen von Beimengungen begleitet. Dieser — 
Nachteil liBt sich indessen mit Hilfe eines einfachen Ver- 
fahrens der Reinigung durch enzymatischen Abbau der Be- 
gleitstoffe iiberwinden, das an friiher mitgeteilte Versuche (vgl. 
6. Abhandlung dieser Reihe und zwar 8. 277) zur Reinigung 
des Hefetrypsins ankniipft und einer kiirzlich von R.Will- 
stitter und EK. Bamann’) ausgearbeiteten, leistungsfaihigen 
Reinigungsmethode fiir Magenlipase nahesteht. Aus den bei 
neutraler und bei alkalischer Reaktion ohne Fraktionierung 
gewonnenen Hefeautolysaten kann nimlich das tryptische und 
das polypeptidspaltende Enzym durch Ansiuern, zusammen mit 


') Diese Zs. Bd. 153, S. 250 (1926), und zwar S. 278. 
*) Diese Zs. Bd. 167, S. 788 (1927), und zwar S. 191. 
3) Diese Zs. Bd. 173, S. 17 (1927/28). 
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einer groBen Menge von Proteinsubstanzen, niedergeschlagen 
werden. Einen raschen und ziemlich weitgehenden Abbau der 
beigemengten HiweiBstoffe und die gleichzeitige Entfernung der 
Abbauprodukte erzielt man am einfachsten bei kurzer (z. B. 
24 stiindiger) Dialyse der in wenig Ammoniak gelésten Fallung 
gegen rasch flieBendes Wasser. Die enzymatische Konzen- 
tration steigt dabei auf das 10- bis 20fache von derjenigen 
der Ausgangslésungen. 

Beispiel: 1 kg frische Bierhefe der Léwenbrauerei in 
Miinchen wurden mit 100 ccm Chloroform verfliissigt, mit 
1 Liter Wasser und mit etwas Toluol versetzt, durch Zugabe 
von 10°/,igem Ammoniak auf deutlich alkalische Reaktion ge- 
bracht und durch fortlaufenden Zusatz alkalisch erhalten. Die 
bendtigte Ammoniakmenge ist nur zu Beginn betrichtlich, 
spiter laBt die Siurebildung rasch nach und insgesamt ist 
eher weniger Ammoniak erforderlich, als bei neutraler Auto- 
lyse (z. B. auf 1 kg abgepreBter Hefe 30 ccm 10°/,iges Am- 
moniak, wovon der gréBte Teil zu Beginn des Versuches zu- 
gesetzt wird). Nach 48 Stunden wurde die Enzymlésung von 
den Heferiickstiinden abgetrennt (Volumen 890 ccm). Sie war 
frei von Dipeptidase und enthielt im ganzen 200 Trypsineinheiten. 


1,2 cem ergaben unter den Bedingungen der Dipeptidasebestimmung 
in einer Stunde keine meBbare Spaltung. — Unter den Bedingungen 
der Trypsinbestimmung bewirkten 1,2 cem eine Gelatinespaltung von 
0,75 eem n/5-KOH, was 0,27 'T.-E. in der Bestimmungsprobe, 300 T.-E. 
im ganzen anzeigt. — 0,2 cem spalten unter den unten bezeichneten 
Bedingungen 49 mg dl-Leucyl-glycin in einer Stunde zu 40°/, der l-Form 
(Aciditaétszuwachs 0,80 eem n/20-KOH). 


880 ccm der Lésung wurden mit der zur vollstiandigen 
Fiillung ausreichenden Menge von 2,5 n-Kssigsiure, nimlich 
mit 146 ccm, versetzt. Den entstandenen Niederschlag trennte 
man in der Zentrifuge ab, suspendierte ihn in wenig Wasser und 
fiigte verdiinntes Ammoniak bis zur deutlich alkalischen Reaktion 
hinzu, wobei das tryptische und das polypeptidspaltende Enzym, 
zusammen mit dem gréBten Teil des Proteinniederschlages, in 
Lésung geht. Die vom Ungelésten abzentrifugierte Fliissig- 
keit, deren Volumen nach der Neutralisation 68 ccm betrug, 
enthielt tiber 80°/, des Trypsins. 
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0,4 ccm bewirkten Gelatinespaltung entsprechend 2,30 (Wieder- 
holung 2,35) cem n/5-KOH, was mindestens 1,0 Trypsineinheiten in der 
Bestimmungsprobe, 170 Einheiten im ganzen anzeigt. — 0,08 ccm spalten 
unter den tiblichen Bedingungen dl-Leucyl-glycyl-glycin in 1 Stunde zu 
68°/, der 1-Form (Aziditiitszuwachs, 1,86 cem n/20-KOH). 


Die Lésung wurde nun in einer Fischblase zunichst 
68 Stunden gegen Leitungswasser, dann weitere 40 Stunden 
gegen flieBendes destilliertes Wasser dialysiert. Das Volumen 
der Lésung stieg dabei auf 108 ccm an, die Wirksamkeit 
gegentiber Leucyl-glycyl-glycin verminderte sich um etwa 40°/,, 
wihrend die tryptische Aktivitit annahernd erhalten blieb. 


0,4 ccm bewirkten eine Gelatinehydrolyse entsprechend 1,50 cem 
(Wiederholung 1,50 cem) n/5-KOH. Die Bestimmungsprobe enthielt dem- 
nach 0,63 T.-E., die Gesamtmenge (108 ccm) 170 T.-E. — 0,13 ccm 
spalteten Leucyl-glycyl-glycin in 1 Stunde zu 41°/, (Aciditiéitszuwachs) 
0,82 cem n/20-KOH. — 0,64 cem bewirkten unter den Bedingungen der 
Dipeptidasebestimmung in 1 Stunde keine meBbare Hydrolyse von 
Leucyl-glycin. 

Das Trockengewicht von 1 ccm betrug 8,3 mg. Der Trypsinwert 
(Kinheiten/mg) demnach 0,19. Das tryptische Enzym ist also in der 
Lésung fast 20mal reiner enthalten als in dem friiker (6. Abhandlung, 
S. 274) beschriebenen, durch Acetonfillung aus wenig gealterten Auto- 
lysaten gewonnenen ‘l'rockenpriparaten (Trypsinwert z. B. 0,01) To- 
bis 80mal reiner als in der verwendeten Hefe, die gemiB den Ausbeuten 
bei der Autolyse im Mittel 0,25 T.-E. in 100 mg Trockengewicht ent- 
halten (vgl. 8. Abhandlung §. 191). 

In den durch Dialyse gereinigten Enzymlésungen ist die Haltbar- 
keit des tryptischen und polypeptidspaltenden Enzyms geringer als in 
den nach der Adsorptionsmethode gewonnenen. 2'/, Wochen nach der 
Darstellung war die Wirksamkeit der bei Zimmertemperatur auf bewahrten 
Liésung gegeniiber beiden Substraten auf etwa ein Fiinftel des urspriing- 
lichen Wertes zuriickgegangen. 

Das Ergebnis des beschriebenen Versuches kann bei vor- 


sichtiger Bemessung des zur Autolyse zugesetzten Ammoniaks 
und bei Einhaltung einer kiirzeren Dialysendauer sowohl be- 
ziiglich der Ausbeuten wie hinsichtlich der erreichten enzyma- 
tischen Konzentration leicht iibertroffen werden. So haben 
wir in einem anderen Versuche, bei dem allerdings schon das 
Ausgangsmaterial durch ungewdhnlich hohe proteolytische 
Wirksamkeit ausgezeichnet war, aus 1,5 kg frischer Hefe in 
analoger Weise 400 ccm einer durch Saurefallung und nur 
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20stiindige Dialyse gereinigten Knzymlésung erhalten, von der 
0,04 ccm (mit einem Trockengewicht von 0,36 mg) 49 mg 
Leucyl-glycyl-glycin in 1 Stunde unter den iblichen Be- 
dingungen zu 75°/, spalteten. 

Die Darstellung von ‘Trockenpriparaten durch Aceton- 
fillung ist sowohl bei diesen Liésungen, wie bei den nach der 
Adsorptionsmethode gewonnenen im allgemeinen mit grofen 
Aktivititsverlusten verbunden. Wir sind dabei wiederholt dem 
Fall begegnet, da die Polypeptidasewirkung im Trocken- 
praparat auf einen Bruchteil vermindert war, wihrend die 
tryptische Wirksamkeit zum gréBten Teil erhalten blieb. Gut 
wirksame Polypeptidasetrockenpriiparate kénnen dagegen ge- 
wonnen werden, wenn man die stark eingeengten Lésungen in 
einen grofen Uberschu8 von Aceton, das auf —15 bis —20° 
vorgekihlt ist, eingieBt, und den sofort abzentrifugierten Nieder- 
schlag mit Aceton und Ather trocknet. 

0,80 mg eines so gewonnenen Priparates spalteten unter den iib- 
lichen Bedingungen 49 mg dl-Leucyl-glycyl-glycin in 1 Stunde zu 60°, 
(Aciditiitszuwachs 1,20 eem n/20-KOH), wihrend 0,05 cem (entsprechend 
0,62 mg Trockensubstanz) der angewandten dialysierten Enzymiésung 
unter den gleichen Bedingungen einen Aciditétszuwachs von 1,13 ccm 
n/20-KOH bewirkt hatten. Die Aktivitiit des Priparates, das fiir die 
Mehrzahl der unten beschriebenen Versuche gedient hat, war nach 
1'/, Monate langem Aufbewahren unverindert. 

Auf die Anwesenheit von dipeptidspaltenden Enzym haben 
wir nochmals, empfindlicher als in den friiher beschriebenen 
Versuchen, gepriift: 

1.10mg Trockenpriiparat bewitkten bei der Einwirkung auf 
225 mg dl-Leucyl-glycin (bei pq = 7,8; Bedingungen der Bestimmungs- 
methode, nach a) 1 Stunde, b) 18 Stunden, c) 48 Stunden einen Acidi- 
titszuwachs von a) 0,02, b) 0,00, ¢) 0,04 cem n/5-KOH. 

2. Die Einwirkung auf Glycyl-dl-leucin priifte man auBerdem unter 
den Bedingungen der unten beschriebenen priparativen Versuche, niim- 
lich bei py = 7,0 und in Abwesenheit von Phosphatpuffer: 10 mg Trocken- 
priparat wirkten auf 188 mg Peptid bei 40° a) 3 Stunden, b) 48 Stunden, 
ce) 96 Stunden; Aciditiitszuwachs bei a) 0,01, b) —0,02, c¢) 0,00 cem 
n/5-KOH. 

2. Abhangigkeit von der Wasserstoffzahl. 


In den Versuchen dieser Arbeit erfolgte die quantitative 
Bestimmung des Trypsins und der Dipeptidase unter den 
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friher mitgeteilten Bedingungen mit Gelatine und dl-Leucyl- 
glycin als Substrat (vgl.6. Abhandlung dieser Reihe, 8S. 257 
und 264). Von der Polypeptidase wird zwar unter den bisher 
gepriiften Peptiden Alanyl-glycyl-glycin am raschesten an- 
gegriffen. Da aber der Krystallwassergehalt dieses Peptids 
stért, haben wir es vorgezogen, die Hydrolyse von d,l-Leucyl- 
glycyl-glycin, das nicht erheblich langsamer gespalten wird, 
der vorliufigen Bestimmung des Enzyms zugrundezulegen. 
Die Abhingigkeit der Wirkung von der Wasserstoffzahl finden 
wir dabei mit der friiher bei Alanyl-glycyl-glycin ermittelten 
(9. Abhandlung 8. 216) tibereinstimmend. 
0,122 g d,l-Leucyl-glycyl-glycin (= 0,25 Millimol 1(+)-Peptia), 


0,5 cem m/3-Phosphatpuffer, 0,85 cem Enzymlésung im Gesamtvolumen 
von 5 cem py; eingestellt durch Zusatz von Ammoniak. 1 Stunde bei 40°: 














Py der Versuchsmischung 
Spaltung (ecm n/20-KOH) 
Beginn Ende 
6,8 6,8 1,88; 1,88 
40 7,0 2,25; 2,20 
4,2 7,2 1,61 
7,9 7,9 0,62; 0,60 








Zur vorliufigen Kennzeichnung der Polypeptidasewirkung 
unserer Enzympriparate bestimmen wir daher die Hydrolyse 
von 49,0m¢g d,l-Leucyl-glycyl-glycin (= 1/10 000-Mol. 1-Peptid) in 
einem Volumen von 2,0 ccm bei 40° und bei p,, = 7,0, und 
zwar in Gegenwart von m/30-Phosphatpuffer und m/25-Am- 
monchlorid. Die Titration erfolgte mit n/20-KOH in alkoholi- 
scher Lésung mit einer Genauigkeit von + 0,03 ccm. Unter 
den gewihlten Bedingungen entspricht der Aufspaltung des an- 
wesenden 1-Peptids in 1 Mol. Aminosdure und 1 Mol Dipeptid 
ein Aciditaétszuwachs von 2,00 ccm n/20-Lauge. 


3. Spaltungsversuche mit Tripeptiden. 
a) Hydrolyse von d,l-Leucyl-glycyl-glycin. 
2,45 g¢ d,l-Leucyl-glycyl-glycin (= 1/100 Mol. d,1-Peptid) 
wurden mit 46 ccm n/25-NaOH und mit 15 ccm der oben be- 
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schriebenen dialysierten Enzymlésung zu einem Volumen von 
100 ccm aufgefiillt. Das p,, der Mischung lag wahrend des 
ganzen Versuches gemi8 den ausgefiihrten colorimetrischen 
Kontrollen zwischen 6,9 und 7,0. Die Hydrolyse verfolgte 
man durch Entnahme von 2 ccm-Proben und Titration mit 
n/20-KOH. Ubereinstimmend mit dem frither mitgeteilten 
Versuche steht die Reaktion nach der Auflésung einer Peptid- 
bindung im 1-Peptid (Acidititszuwachs 2,00 com n/20-KOH): 
Anfangsaciditit: 3,90 (3,92) cem: 
Zuwachs nach 1 6.5 19 Stdn. 
1,10 1,82 1,92 cem n/20-KOH. 

Nach 19 Stunden wurde die Mischung mit Salzsiure auf 
Py = 5,0 gebracht, mit Tierkohle aufgekocht, filtriert und im 
Vakuum zu einem Volumen von etwa 50 ccm eingeengt. Von 
den Spaltstiicken gibt nur das Leucin ein schwer lésliches 
Kupfersalz. Zu seiner Isolierung verfuhren wir, etwas ab- 
weichend von dem iiblichen Verfahren so, da8 wir die Liésung 
mit 15 ccm doppelt molarer Lésung von Kupferchlorid ver- 
setzten und n/l-NaOQH bis zur eben deutlichen alkalischen 
Reaktion (Curcuma) zufiigten. 

Der aus einer Mischung von Kupferhydroxyd und |-Leucin- 
kupfer bestehende Niederschlag wurde in der Zentrifuge ab- 
getrennt und zweimal mit Wasser gewaschen, dann in még- 
lichst wenig 5n-HCl gelést und mit Schwefelwasserstoff zer- 
setzt. Die von Schwefelwasserstoff befreite Lésung enthielt, 
wie die Titration einer Probe ergab, das gesamte l-Leucin des 
angewandten Peptids. Zur Identifizierung wurde es in iiblicher 
Weise in die Benzolsulfoverbindung iibergefiihrt. Man erhielt 
0,94 ¢, d.i. 77°/, der Theorie an fast reinem Benzolsulfo- 
l-leucin, das nach 1 maligem Umkrystallisieren, wobei die Aus- 
beute auf 0,79 zuriickging, den richtigen Schmelzp. (119° un- 
korr.) und die richtige Drehung zeigte. 

Eine Lisung von 0,500 g der Substanz und 2 eem n/1-Natronlauge 
im Volumen von 5 cem drehte im 2 dm-Rohr 7,82° nach links. Daraus 
berechnet sich [@],) zu —39,1°, wihrend E, Fischer fiir reines Benzol- 
sulfo-l-leucin unter denselben Bedingungen den Wert —39,9° findet.') 


1) Chem. Ber. Bd. 34, 8. 433 (1901). 
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Ein Benzolsulfoleucin vom Schmelzp. 86° hat S. G@. Hedin’) schon 
vor E. Fischer beschrieben. E. Fischer (a. a. 0.) vermutet, daB der 
abweichende Befund von Hedin auf Beimengung von Racemverbindung 
zuriickzufiihren sei. Das ist nicht der Fall. Alle aus Wasser krystalli- 
sierten Priparate der Verbindung zeigen nach unserer Erfahrung den 
Schmelzp. 86—87° und erst nach scharfem Trocknen (z. B. nach 8 stiin- 
digem Verweilen in gutem Vakuum ier frischem Atzkali) findet man 
den von F. Fischer angegebenen Wert. Nach einigem Liegen an der 
Luft schmilzt die Substanz wieder bei 86°. Dieser Schmelzpunkt diirfte 
demnach einem Hydrat des Benzolsulfo-l-leucins zugehéren. 

Das Filtrat von der Kupferfaillung wurde mit Salzsiure 
angesiuert, mit Schwefelwasserstoff zerlegt, im Vakuum zur 
Trockne verdampft in Alkohol suspendiert und in iiblicher 
Weise verestert. Von dem ungelésten Kochsalz wurde in der 
Hitze abfiltriert. Nach dem Abkihlen schied die Lésung 0,73 g 
Glycyl-glycin-esterchlorhydrat ab, die sofort rein waren (Schmelz- 
punkt 182°), Aus der Mutterlauge wurden weitere 0,14 g vom 
gleichen Schmelzpunkt erhalten. Die Gesamtausbeute betrigt 
demnach iiber 98°/, der Theorie. 

Die Mutterlauge enthalt nun noch das unzersetzte d-Leucyl- 
glycyl-glycin als Esterchlorhydrat. Da es schwer zur Krystalli- 
sation zu bringen ist, haben wir uns darauf beschrinkt, die 
Verbindung mit konzentrierter Salzsiure zu hydrolysieren und 
die Bausteine d-Leucin und Glykokoll als Benzolsulfoverbindung 
bzw. als Esterchlorhydrat zu isolieren. 


Dagegen ist das Esterchlorhydrat des racemischen Leucyl-glycy]- 
glycins aus Alkohol, worin es ziemlich leicht léslich ist, ohne Schwierig- 
keit in krystallisierter Form zu erhalten. Es schmilzt bei 222° (korr.). 

60 mg verbrauchten bei der Titration in alkoholischer Lésung 
8,90 eem n/20-KOH, statt berechnet 3,87 cem. 


b) Hydrolyse von Glycyl-glycyl-l-leucin. 

0,8133 g des Peptids wurden in 25 com n/25-NaOH gelist, 
mit einer Lisung von 70 mg des oben beschriebenen Trocken- 
priparates versetzt und das Volumen der Mischung zu 100 ccm 
ergiinzt. Die Reaktion des Versuchsansatzes entsprach p, = 
7,0 zu Beginn und p,, = 7,4 zu Ende der Hydrolyse, die man 





1) Chem. Ber. Bd. 23, S$. 3197 (1890). 
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durch Entnahme von 1 ccm-Proben und Titration mit n/20- 
KOH verfolgte. Auch hier steht die Reaktion nach der Auf- 
lésung einer Peptidbindung still. Der Aciditiatszuwachs ent- 
sprach nimlich nach 4 Stunden 1,08 ccm n/20-KOH, nach 
16,5 Stunden 1,26 ccm n/20-KOH, wahrend theoretisch 1,30 ccm 
zu erwarten waren. Dieser Wert ist auch in einer Probe der 
Versuchsmischung, in der die Hydrolyse noch weitere 4 Tage 
fortgesetzt wurde, nicht iiberschritten worden. 


In einem Vorversuche, der hinsichtlich der Konzentrations- 
verhiltnisse und hinsichtlich des Hydrolysenverlaufes mit dem 
beschriebenen iibereinstimmte, priiften wir auf die Anwesenheit 
von freiem Leucin, indem wir wie oben in die Kupfersalze 
verwandelten, die Kupferfallung mit Schwefelwasserstoff zer- 
legten und mit Benzolsulfochlorid umsetzten. Wir erhielten 
nur eine verschwindende Menge eines Oles, das nicht zur 
Krystallisation gebracht werden konnte. (Auch Benzolsulfo- 
glycyl-l-leucin, das wir zum Vergleich darstellten, ist nur als 
Ol erhalten worden.) Aus einem anderen Teile der Kupfer- 
fillung konnten wir Glycyl-l-leucin in maBiger Ausbeute iso- 
lieren und durch Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt und Titra- 
tion identifizieren. Das Peptid ist also offenbar in Glykokoll 
und Glycyl-leucin gespalten worden. 


Zur glatten Trennung von Glykokoll und Glycyl-leucin 
sind indessen die Kupfersalze nicht geeignet. Auch die von 
EK. Fischer?) beschriebene auBSerordentlich schwer ldésliche 
Kupfersulfatverbindung des Glycyl-leucins C,H,,0,N,+-CuSO, 
war fiir unsere Zwecke nicht geeignet. Eine schwer lésliche 
Kupferverbindung entsteht nimlich, wie man sich durch einen 
eindrucksvollen Reagenzglasversuch iiberzeugen kann, unter 
den von EK. Fischer angegebenen Bedingungen nur mit dem 
Racemat, keineswegs mit der 1-Form. 

Die Versuchsmischung wurde daher, nachdem sie mit Tier- 
kohle behandelt worden war, zur Trockne gebracht und in iib- 


1) E. Fischer u. O. Warburg, Liebigs Ann. der Chem. Bd: 340, 
S. 158 (1905); E. Fischer u. W.Schrauth, Liebigs Ann. der Chem. 
Bd. 354, S. 24 (1907). 
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licher Weise verestert. Nachdem vom ungelésten Kochsalz 
abfiltriert worden war, wurde die alkoholische Lésung ein- 
gedampft, wobei praktisch die gesamte Menge in Form kry- 
stallisierter Esterchlorhydrate gewonnen wurde. Einen Teil 
des Produktes verwandten wir zu dem Versuch, die beiden 
Ksterchlorhydrate durch Fraktionierung aus Alkohol bzw. 
Alkohol-Ather zu trennen. Das gelingt nicht, obwohl das 
Glycyl-l-leucin-esterchlorhydrat (Schmelzp. 161°), das wir zum 
Vergleich herstellten, fiir sich allein in Alkohol erheblich 
leichter léslich ist als das Glykokoll-esterchlorhydrat. Wir 
haben daher, trotz der geringen Substanzmengen, die zur Ver- 
fiigung standen, die Trennung durch Destillation des freien 
Esters in Angriff genommen. 

Zu diesem Zwecke wurden aus dem Rest des Esterchlor- 
hydratgemisches, 0,60 g, in iiblicher Weise die Ester in Freiheit 
gesetzt und durch 4 maliges Ausziehen mit Chloroform isoliert. 
Der Chloroformauszug wurde mit Natriumsulfat kurz ge- 
trocknet, und das Lésungsmittel zusammen mit einem Teil des 
Glykokollesters bei vermindertem Druck abdestilliert. SchlieB- 
lich wurde die Hauptmenge des Glycinesters bei gutem Vakuum 
und bei einer Badtemperatur von 60° iiberdestilliert. Aus der 
iibergegangenen Chloroform—Glycinestermischung erhielten wir 
durch Einleiten von Salzsiiure und Atherzusatz 163 mg Gly- 
kokollesterchlorhydrat, d. i. 76°/, der Theorie, die sofort rein 
waren (Schmelzpunkt und Mischschmelzp. 144°), aus dem in 
Chloroform gelésten Destillationsriickstand in analoger Weise 
273 mg (71°/, der Theorie, bezogen auf das angewandte Ge- 
misch der Esterchlorhydrate) nahezu reines Glycyl-l-leucin- 
esterchlorhydrat, das nach 1maligem Umkrystallisieren den 
verlangten Schmelzp. (161—162°) und das richtige Aquivalent- 


gewicht zeigte. 
44,2 mg Substanz verbrauchten in alkoholischer Lésung 3,50 (ber. 


3,50) eem n/20-KOH. 
4. Spaltungsversuche mit Tetrapeptiden. 
a) Hydrolyse von Leucyi-diglycyl-glycin. 
Kine Lisung von 1,510 g d,l-Leucyl-diglycyl-glycin 
(= 1/200-Mol. d,l-Peptid) wurde durch Zugabe von 2,00 ccm 
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0,25 n-NaOH auf p,, = 7,0 gebracht und nach Zusatz von 0,18 g 
eines Polypeptidase—Trockenpriiparates zu 50 ccm aufgefiillt. 
Die Spaltung verfolgte man durch Titration von je 1 ccm mit 
n 20-KOH. 
Anfangsaciditit 2,10 cem (wiederholt 2,10): 
Zuwachs nach 2,4 by 23,0 Stdn. 
0,70 1,03 1,18 cem n/20-KOH. 

Nach 23 Stunden wurde die Hydrolyse durch Kochen bei 
schwach saurer Reaktion (p,, = 5) abgebrochen und ein Teil der 
aus dem Enzympriparate stammenden Proteinsubstanzen durch 
Kochen mit Tierkohle entfernt. Da nach den friiheren Er- 
fahrungen mit der Méglichkeit einer Spaltung in 2 Molekiile 
Dipeptid zu rechnen war, haben wir die Reaktionsprodukte 
zunichst verestert. Die alkoholische Lésung der Ksterchlor- 
hydrate wurde im Vakuum zur Trockne verdampft und das 
Abdampfen mit Alkohol noch mehrmals wiederholt. Als man 
den hinterbleibenden Sirup schlieBlich in wenig heiBem Alkohol 
aufnahm, erfolgte beim Abkiihlen reichliche Krystallisation. 
Gewonnen wurden 0,46 g rohes Esterchlorhydrat vom Schmelz- 
punkt 206°, der nach 1 maligem Umkrystallisieren auf 214° 
(korr.) anstieg. 

4,802 mg Substanz ergaben 6,640 mg CO,, 2,75 mg H,O. 


4,125 mg ” %) 0,576 mg Cl. 
C,H,,0,N,;C1 Ber. C 37,86°/, H 6,36 */, Cl 13,98° x 
Gef. ,, 37,56 yy 6,32 13,95. 


Es liegt demnach Diglycyl-glycin-esterchlorhydrat (Schmelz- 
punkt 214°1) vor,, das in einer Ausbeute von 90°/, der ‘Theorie 
— im Rohprodukt vielleicht verunreinigt durch kleine Mengen 
von Glykokollesterchlorhydrat — erhalten wurde. 

Um aus der Mutterlauge, welche die leicht léslichen und 
schwer krystallisierenden Esterchlorhydrate von |-Leucin und 
von d-Leucyl-diglycyl-glycin enthielt, das 1-Leucin zu gewinnen, 
haben wir die Lésung zur Trockne verdampft und zur Ver- 
seifung der Ester mit 10 ccm n-Natronlauge etwa 1 Stunde 
bei Zimmertemperatur geschiittelt. Zur alkalischen Losung 
figte man 15 ccm doppelt-molarer Kupferchloridlésung und 





1) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 36, S. 2982 (1903) und zwar S. 2984. 
Hoppe-Seyler’s, Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXXV. 3 
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dann nochmals weitere n/1-NaOH bis zur eben deutlich alka- 
lischen Reaktion. Das als Kupfersalz abgeschiedene 1-Leucin 
identifizierten wir wieder als Benzolsulfoverbindung. Die Aus- 
beute daran 0,52 g, d.1. 80°/, der Theorie vom Schmelzp. 119° 
(unkorr.). 


b) Hydrolyse von Triglycyl-glycin. 


Das Tetrapeptid ist, wie alle ausschlieBlich aus Glycin- 
resten aufgebauten Peptide, enzymatisch recht schwer spaltbar. 
Ks sind daher groBe Enzymmengen und verhiltnismifig lange 
Spaltungszeiten nétig, um die Hydrolyse bis zur Auflésung 
einer Peptidbindung zu fihren; dariiber hinaus erfolgt die 
Spaltung noch erheblich langsamer. 

Falls eine Zerlegung in 2 Molekiile Dipeptid stattgefunden 
hatte, wire das gebildete Glycyl-glycin als Esterchlorhydrat 
leicht zu isolieren und zu identifizieren gewesen. Die Auf- 
arbeitung der Esterchlorhydrate, die iibrigens durch die ver- 
hiltnismaBig groBe Menge von Proteinsubstanzen aus dem 
Enzymmaterial erschwert worden sein diirfte, fiihrte indessen 
niemals zu einheitlichen Produkten. Die Schmelzpunkte der 
erhaltenen Krystallisationen lagen zwar zum Teil nicht weit 
von demjenigen des Glycyl-glycin-esterchlorhydrats (182°), aber 
in allen Fallen ergab der Mischschmelzpunkt mit dem salz- 
sauren Dipeptidester sehr erhebliche Depressionen. Es diirften 
also Gemische aus Glykokoll-esterchlorhydrat (Schmelzp. 144°) 
und dem Tripeptidesterchlorhydrat (Schmelzp. 214°) vorgelegen 
haben. Da eine Zerlegung dieses Gemisches bei den geringen 
Peptidmengen, die uns zur Verfiigung standen, nicht leicht 
erreichbar schien, haben wir uns darauf beschrainkt, durch 
Titration in 50- und 90°/,igem Alkohol zu entscheiden, ob 
der bei der Spaltung beobachtete Aciditiitszuwachs auf Peptid 
oder Aminosiéure entfallt. 

Wie aus den Belegen der Tab. 1 hervorgeht, sind bei der 
Reaktion iiberwiegend Carboxyle von Aminosduren in Freiheit 
gesetzt worden. Die in 50°/,igem Alkohol ermittelten Titra- 
tionswerte liegen aber etwas héher, als sie gem&B den Be- 
funden von R. Willstitter und E. Waldschmidt- Leitz 
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sein sollten, wenn die Hydrolyse ausschlieBlich unter Ab- 
spaltung von freiem Glykokoll verliuft. Da die von uns an- 
gewandte Peptidkonzentration erheblich geringer ist als in den 
Versuchen von Willstitter und Waldschmidt, und da 
augerdem bei der Titration in 50°/,igem Alkohol die Be- 
urteilung des naturgemaB unscharfen Farbumschlages schwierig 
ist, haben wir zum Vergleich die in Frage kommenden Pep- 


Tabelle 1. 
Hydrolyse von Triglycyl-glycin; Titration in 90- und 50°/, igem Alkohol. 
24.6 mg Peptid (= 1/10000 Mol.), 5,5 mg Polypeptidase-Trockenpriiparat 
aus Abschnitt 1, 0,11 cem 0,25n-NH, in 2cem; 40°. Titration mit 























n/20-KOH. 
I. 90°/,iger Alkohol II. 50°/,iger Alkohol 
Zeit |(indicator Phenolphthalein)} (Indicator Thymolphthalein) 
amet Manis <iseciioesmess ———-—_——] p,, 
(Stdn.) Aciditit Zuwachs Aciditiit | Zuwachs | Zuwachs 
(cem) (ecm) (cem) (com) /°/, von I. 
o | 2,35, 2,37 | 0,00 2,18, 2,15 000 | — [65 
4 2,87 0,51 2,34 | 0,20 40 
23 4,25 1,89 3,00 | 0,86 45 
28 4,30 1,94 8,02 0,88 A5 | 
45 4,70 2.35 - a _ Y 
93 510 | 2,74 ee ae 1 ee 











tide und Aminosiuren erneut titriert, und zwar unter Be- 
dingungen, die hinsichtlich der Konzentration und hinsichtlich 
der Beurteilung des Titrationsendpunktes den Verhiltnissen 
unseres Hauptversuches méglichst genau nachgebildet waren. 
Triglycyl-glycin und Diglycyl-glycin, deren Verhalten bei der 
Titration in 50°/,igem Alkohol noch nicht untersucht worden 
ist, zeigten das normale Verhalten der Peptide: Der gefundene 
Alkaliverbrauch entspricht 98 bzw. 97°/, des theoretisch zu 
erwartenden. Dagegen wurden bei der Titration von Glykokoll 
wie auch von Leucin durchwegs etwas héhere Werte als in 
den Versuchen von Willstatter und Waldschmidt-Leitz 


erhalten, nimlich 46 bzw. 41°/, des theoretischen Alkali- 
verbrauches, was mit den Ergebnissen unseres Hauptversuches 


befriedigend iibereinstimmt. Es ist demnach zu folgern, daB 
3* 
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auch dieses Tetrapeptid ausschlieBlich unter Abspaltung der 
endstindigen Aminosiure zerlegt worden ist. 


0,0338 g Glykokoll verbrauchten 4,18 eem n/20-KOH, d. i. 46°/, d. Th. 
0,0318 g Leucin = 2,01 ccm - , d.i. 41°/, d. Th. 
(Gesamtvolumen beim Titrationsendpunkt 20—25 ccm.) 


4. Hemmung durch Spaltprodukte. 

Die Spaltung des Tetrapeptids Leucyl-diglycyl-glycin kommt, 
wie in den vorausgehenden Versuchen gezeigt wurde, nach der 
Zerlegung in Leucin und Diglycyl-glycin nahezu vollstindig 
zum Stillstand, obwohl das gebildete Tripeptid durch das an- 
gewandte Knzym weiter zerlegt werden sollte, wenn auch er- 
heblich langsamer als das Tetrapeptid selbst. Die Versuche 
der Tab. 2 sind zur Priifung der Frage unternommen worden, 
ob die hemmende Wirkung des gebildeten 1]-Leucins fiir den 
vorzeitigen Reaktionsstillstand verantwortlich gemacht werden 
kann. Die Hydrolyse des an sich schwer spaltbaren Diglycyl- 
glycins wird in der Tat durch die Anwesenheit einer aqui- 
molekularen Menge der Aminosiure so stark verlangsamt, daB 
erst innerhalb sehr langer Versuchszeiten nennenswerte Hydro- 


Tabelle 2. 
Hemmung der Polypeptidhydrolyse durch 1-Leucin. 
1/10000 Mol. optisch einheitliches bzw. 2/10000 Mol. racemisches Peptid, 
0.8 mg Trockenpriparat aus Abschnitt 1, m/30-Phosphat py = 7,0; 
Vol. = 2 cem; 40° Peptide und Zusitze wurden vorher mit NaOH auf 
Pu = 7,0 em 
































eating saith Binnie ' 
(cem n/20-KOH) PH 
a | 1 2s 44 Begin Ende. 
— : : = 
Diglyeyl giyom wl. 0,09 — 90, 20, 0,50 | 0,90 7,0 7,0 
Diglyeyl-glycin + 1- are | 
(1/10 Millimol) . . . . 10,04 — 0,10 0,12/0,22} 7,1 7,2 
d,l-Leucyl-glyeyl-glycin . | 0,83 | 0,51 1,16 | 2,00; — 7,0 7,1 
d,l-Leucyl-glycyl-glycin + | | 
I-Leuein (1/10 Millimol) | 0,36 0,51 | 1,06) — — — 7,0 7,1 
d,l-Leucyl-diglyeyl-glycin | 0,54 0,94/1,67; — — 7,0 7,0 
d,l-Leucyl-diglycyl-glycin | 
+1-Leucin (1/10 Millimol) |0,50/ 0,95/1,58' — — 1,0 | 70 
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lysenbetrage erzielt werden. Dagegen wird die Hydrolyse des 
Di- und des Tetrapeptids mit freiem Leucylrest durch 1-Leucin 
in gleicher Konzentration nur wenig oder gar nicht gehemmt. 
Das unterschiedliche Verhalten diirfte, wie im theoretischen Teil 
erértert wurde, auf die geringe Affinitit des Enzyms zu den nur 
aus Glycingruppen aufgebauten Peptiden zuriickzufiihren sein. 


5. Verhalten der Hefepolypeptidase gegen Benzoyl-diglycyl- 
glycin und Naphthalinsulfo-glycyl-tyrosin. 

Der bei den Dipeptiden und ‘Tripeptiden beobachtete 
Spaltungsverlauf scheint die Vorstellung zu stiitzen, daB die 
Bindung der Hefe-Polypeptidase wie diejenige des Darm- 
erepsins') durch die freie Aminogruppe des Substrates ver- 
mittelt wird. Damit steht in Ubereinstimmung, daB Benzoyl- 
diglycyl-glycin und Benzoyl-glycyl-glycin durch das Enzym nicht 
angegriffen werden. Auch das §-Naphthalin-sulfo-glycyl-l-tyrosin, 
das als Substrat des Pankreastrypsins zu gelten hat, wird von 
der Hefe-Polypeptidase nicht hydrolysiert. 

1. 73 mg Benzoyl-diglycyl-glycin mit NH, auf p,, = 7,0 
gebracht, 0,5 com Enzymlésung (0,12 T.-E.), 0,5 com m/3- 
Phosphat p,, = 7,0 im Gesamtvolumen von 5 ccm. Aciditits- 
zuwachs nach a) 1Std., b) 2,5, c) 48 Stdn.; a) 0,03, b) —0,04, 
c) 0,00 ccm n/20-KOH. 

2. 59mg Benzoyl-glycyl-glycin, Bedingungen wie Versuch 1. 
Aziditatszuwachs nach 24 Stunden — 0,06 ccm n/20-KOH. 

Im Vergleichsversuch wurde d,l-Leucyl-glycyl-glycin von 
derselben Enzymmenge in 1 Stunde zu 76°/, gespalten. 

3. 56 mg f-Naphthalinsulfo-glycyl-l-tyrosin mit NaOH auf 
Py = 7,0 gebracht, 3 mg Polypeptidase-Trockenpriparat aus 
| Abschnitt 1, 0,3 cem m/3-Phosphat p,, = 7,0 im Gesamtvolumen 
von 8ccm. Amino-N nach van Slyke a) zu Beginn 0,06 mg, 
b) nach 24 Stunden 0,02 mg. 








Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 





1) H. v. Euler u. K. Josephson, a. a. O.: E. Waldschmidt- 
Leitz u. Mitarbeiter, a. a. O. 








Co-Zymase in atmenden Pflanzenorganen. 
Von 
Hans vy. Euler und Sven Steffenburg. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 17, Januar 1928.) 


Einleitung. 

1 kann als ein nunmehr feststehendes Ergebnis der bio- 
chemischen Forschung der letzten Jahre bezeichnet werden, 
daB Atmung und Girung hinsichtlich des Mechanismus der 
Abbaureaktionen weitgehend miteinander tibereinstimmen. ,,Ver- 
steht man“ — schreiben Euler, Myrback und Nilsson?) in 
einer Zusammenfassung iiber den enzymatischen Kohlehydrat- 
abbau —- ,unter Atmung die gesamte Reaktionsfolge, welche 
unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff, vom Substrat, 
in erster Linie vom Zucker, zum Endpunkt CO, fihrt, so er- 
gibt sich ohne weiteres die EKinteilung des gesamten Atmungs- 
vorganges in einen anaeroben und einen oxydativen Teil, also 
in eine einleitende Phase, welche auch ohne freien Sauerstoft 
eintritt, und in eine darauffolgende Phase, bei welcher Reak- 
tionsprodukte der ersten Phasen durch Sauerstoff oxydiert 
werden.“ 

Ausgehend yon der seither vielfach bestiatigten Annahme 
der Einheitlichkeit der Kohlehydratatmung im Pflanzen- und 
Tierkérper und von der grundlegenden Harden- Youngschen 
Phosphorylierungsgleichung, haben Euler und Kullberg?) die 
Phosphorylierung in atmenden Pflanzen aufgesucht und haben 
im Hafer die Phosphorylierung durch Zusatz von Co-Zymase 





1) Asher-Spiro, Ergebn. d. Physiol. Bd. 26, S. 531 (1928). 
2) Diese Zs. Bd. 74, S. 15 (1911). 
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hervorrufen kénnen. Dies sprach fiir die Vertretbarkeit des 
| ,Pneins“ durch die Co-Zymase, welche dann durch die viel 
eingehendere Untersuchung von Meyerhof weiter gestiitzt 


wurde. 
| An der oxydoreduktiven Phase der Atmung, welche der 
> ersten Phase der alkoholischen Girung vollkommen analog 


verliuft, ist die Co-Zymase wesentlich beteiligt; die Identitit 
des ,,Pneins“ von Batelli und Stern und des ,,Atmungs- 
kérpers‘ von Meyerhof mit dem Hardenschen Co-Enzym 
kann nunmehr als sichergestellt betrachtet werden. 

Auch in manchen Organen hoéherer Pflanzen sind die 
in der Hefe nachgewiesenen Komponenten des enzymatischen 
Atmungssystems gefunden worden. Hier ist besonders an die 
Arbeiten russischer Forscher, Palladin, Kostytschew!'), 
L. Iwanoff?), Zaleski’) und N. N. Iwanoff zu erinnern, Aus 
keimenden Erbsen ist Co-Zymase von Meyerhof*) und aus 
be Weizenkeimlingen von Euler und A. Pettersson 5) gewonnen 
worden. Man konnte hiernach kaum vermuten, dab der quan- 
titative Nachweis von Co-Zymase in manchen anderen atmenden 
Pflanzenorganen auf Schwierigkeiten stoBen wiirde. 

Indessen haben bei den Versuchen, die Kuler und 
Myrback®) im Friihjahr 1925 angestellt haben, junge Ahorn- 
blitter sowie Samen von Lepidium sativum und Wurzeln von 
t Sonchus arvensis eine sehr geringe Co-Zymasewirkung er- 
geben. Bald darauf hat Kuler’) im AnschluB an Versuche mit 
BrassicapreBsaft darauf hingewiesen, daB hier Hemmungen in 
Betracht kommen, welche die Wirkung der Co-Zymase ver- 
decken kénnen. Der Befund von Euler und Myrbick iiber 


™ eer 








— 


') Biochem. Zs. Bd. 15, S. 164 (1908); Bd. 23, S. 187 (1909); Diese 
Zs. Bd. 67, S. 131 (1928); Jahrb. wiss. Bot. Bd. 50, 8. 157 (1911); vgl. 
| auch Lehrb. d. Pflanzenphysiologie, 8. Kap., Springer, Berlin 1926. 
2) Ber. d. d. bot. Ges. Bd. 29, S. 622 (1911). 

8) Biochem. Zs, Bd. 27, S. 450 (1910); Ber. d. d. bot. Ges. Bd. 31, 
S. 354 (1913). 

4) Diese Zs. Bd. 102, S. 1 (1918). 

5) Diese Zs. Bd. 114, S. 4 (1921). 

*) Diese Zs. Bd. 37, S. 173 (1925). 

’) Biochem. Zs. S. 164, S. 18 (1925). 
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die sehr geringe Co-Zymasewirkung griiner Blatter wurde dann 
(an Birkenblittern) von Euler und Nordenfelt?) bestitigt 

Etwa gleichzeitig hat Bodnar die Verdéffentlichung einer 
interessanten Reihe von Untersuchungen tiber Pflanzenatmung 
begonnen. Unter den Schliissen, welche Bodnar?) aus der 
wichtigen, mit Hoffner ausgefiihrten Untersuchung zieht, 
interessiert uns in Zusammenhang mit den oben erwahnten 
und den folgenden Versuchen besonders der folgende: ,,Die 
alkoholische Girung des dialysierten Mehles wird durch Co- 
enzymhaltigen Trockenhefenextrakt nicht zuriickgestellt, durch 
Hefe-Co-Enzym kann also das Co-Knzym der pflanzlichen 
Zymase nicht ersetzt werden.“ 

In der vorliufigen Mitteilung von Euler und Nordenfelt 
wurde eine Anderung des Co-Zymasegehaltes mit fortschreiten- 
der Keimung (Malzkeimlinge) zum erstenmal gemessen; die 
Fortsetzung dieser Versuche wird an anderer Stelle veréffent- 
licht werden. 

Wie in den Reinigungsarbeiten an Enzymen wurde?) auch 
hier auf die Feststellung der Wirksamkeit der Co-Zymase in 
definierten Kinheiten Gewicht gelegt. Die Co-Zymasewirkung 
des Saftes aus Wurzelspitzen von Griinmalz (11. Keimungstag) 
betrigt 4Co = 3,5. 

Zaleski‘), welchem man zwei neuere Untersuchungen 
mit Pissarjewski und mit Notkina iiber den Hexoseabbau 
in Pflanzen verdankt, geht ebenfalls auf die Mitwirkung von 
Aktivatoren ein und schlieBt die zweite Mitteilung 5) folgender- 
maBen ab: 

,Uberblickt man unsere Beobachtungen, so wird man zu 
der Ansicht gedriingt, daB die Steigerung der Zymasewirksam- 
keit wihrend der ersten Stadien der Keimung nicht auf die 
Neubildung der Zymase bzw. auf die oxydative Verwandlung des 


1) Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 35 (1926). 

*) Biochem. Zs. Bd. 165, S. 145 (1925). 

‘) Euler u. Signe Karlsson, Diese Zs. Bd. 123, 8. 93 (1922); 
Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 136, 8. 107 (1924). 

*) Biochem. Zs. Bd. 189, S. 39 (1927). 

5) Biochem. Zs. Bd. 189, S. 101 (1927). 
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Zymogens in die wirksame Zymase zuriickzufihren ist. Die 
Steigerung der Zymasewirksamkeit wihrend der ersten Stadien 
; der Keimung der Erbsensamen hingt von der Bildung der 
Aktivatoren ab, unter denen ein noch unbekannter Aktivator 
der Alkoholgirung der Kohlehydrate, dessen Eigenschaften wir 
> in fritherer Mitteilung beschrieben haben, eine erste Stellung 
elnnimmt.“ 

Im folgenden teilen wir mehrere an Pilzen ausgefiihrte 
Versuchsreihen mit, ausgefiihrt teils mit der Mikrogirmethode’), 
teils mit der Thunberg-Ahlgrenschen Methode der Methylen- 
; blaureduktion, welche Anhaltspunkte tiber die Co-Zymase und 
iiber Hemmungsstoffe des Oxydoreduktionssystems der unter- 
suchten Pilze liefern. 


: Co-Zymasegehalt von hoheren Pilzen. 

Material: Die Pilze sind im Spatherbst in der Umgegend von 
Stockholm friih morgens von einem von uns (S. 8.) eigenhindig ge- 
4 sammelt worden und gelangten innerhalb 2 Stunden zur Verarbeitung. 
Von den gewihlten Pilzrepriisentanten, die drei verschiedenen Hymenocet- 
familien zugehéren, ist in der mykologischen Literatur keiner als giftig 





bezeichnet. 
Methodik: Mikrogérung bei 30° mit ausgewaschener Unterhefe. 
Zusammensetzung der Girlésung: 0,2 g ausgewaschene : 


Trockenhefe + 0,1 g Glucose + 0,5 cem 10 °/,ige PO,-Lésung, p,;, = 6,5 
+ 2 Tropfen Zymophospbatlésung. 


Girungsversuche. 
Tabelle I. 


Armillaria melleus. 


























1,5 cem 
Minuten Wasser 0,5 cem Armillaria-Koch- 
Hefekochsaft 

5 saft 
| 60 3,0 : 3,0 12,8: 13,1 2,8: 4,0 
120 5,4:5,4 14,7: 15,2 5,8: 7,2 
180 7,6 : 7,6 17,2: 17,4 8,1: 9,5 
Co=2,9 | Zy = 10,6 Co = 3,8 

Co..g = 3,8 — 2,9 = 0,9 cem/St. 


1!) Vgl. z. B. Euler u. Myrbiick, Mikromethodik bei Girungs- 
versuchen, in Grafes Grundlinien der Rohstoff- und Warenpriifung. 
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Aus der Tabelle geht hervor, daB der Kochsaft von Armil- 
laria melleus einen reduzierten Co-Wert von 0,9 ccm/St. besaB. 
Der Trockengehalt der Pilze wurde nicht jedesmal be- 
sonders bestimmt. Zur Herstellung des Kochsaftes wurden die 
zerriebenen Pilze mit etwa dem gleichen Gewicht Wasser ge- 
mischt. Der Trockensubstanzgehalt der Pilzkochsifte kann zu etwa 


2°/, angegeben werden. Demgema8 wird fiir Armillaria melleus 


eem CO, /St. 0,9 


— g Trockengewicht 0,03 sal 


Zum Vergleich sei angegeben, daB frische Hefe einen 
ACo-Wert von etwa 100 besitzt. Der Co-Zymasegehalt in 
Armillaria melleus ist also verhiltnismaBig hoch; er wiirde 
vielleicht in vollstindiger Abwesenheit von Hemmungskoérpern 
noch gréBer gefunden werden.') 

Der PreBsaft des gleichen Pilzes hemmt die Reduktion 
des Methylenblaus bei Untersuchungen nach der Thunberg- 
Ahlgrenschen Methode. 

Der Kochsaft von Armillaria melleus reduziert Methylen- 
blaulésung (Mb-Lés.) schnell ohne Mitwirkung von Hefe- 
zymase. Das gleiche wurde mit dem Kochsaft von Boletus 
edulis beobachtet. Diese Reduktionen sind somit nicht enzy- 
matisch. 





Tabelle 2. 


Trockenhefe + Glucose + Zymophosphatzusatz wie oben; auSerdem 
0,05 g festes Phosphat; Mischung: p;, = 6,5. 








2cem Armill.-| 1ceem Hefe- 
Minuten Wasser Kochsaft, kochs. + 1 cem i com 
eingeengt Armill.-Kochs, Bolekochaalt 
60 0,2: 0,4 0,4: 0,6 9,7: 9,3 8,9 
100 0,3: 0,6 0,7: 1,0 11,8: 11,9 10,9 
150 0,5: 0,9 1,0: 1,5 13,2: 18,3 12,2 
180 0,5: 1,0 1,2:1,7 14,1: 14,2 13,0 
210 0,6: 1,0 1,3:1,9 - — 
270 0,7: 1,2 1,5: 2,4 - oe 
300 0,8: 1,3 1,6 : 2,6 ~ - 

















1) Der PreBsaft und der Kochsaft von Lactarius helvus verhindert 
vollstindig sowohl die Giirung als die Mb-Reduktion, auch bei Zusatz 
von Hefekochsaft, was auf die Gegenwart eines stark wirksamen 
Hemmungskérpers hindeutet. 














Co-Zymase in atmenden Pflanzenorganen. 43 


Der Kochsaft von Armillaria melleus wurde im Verhiltnis 
etwa 10:1 eingedunstet. 

Durch das Eindunsten hat der Kochsaft an Aktivitiit viel 
(mehr als 90°/,) verloren; Co ist auf 0,2 gesunken, vielleicht 
auf Grund einer vermehrten Hemmungswirkung. 

Der Kochsaft von Armillaria melleus enthalt, wie aus 
Spalte 4 und 5 der Tabelle 2 hervorgeht, keine Faktoren, 
welche die Zymase hemmen, sondern eher solche, welche die 
Zymasewirkung férdern. 









































Tabelle 3. 
” aes Eingeengte Kochsifte von Hygrophorus') 
Minuten ™ athesiptioeeiianausetctaitheiteaic died 
Wasser aia ; | } 
unguinosus | chlorophan. | puniceus 
SATS — - = 
30 0,4 1,3 | 0,4 | 0,6 
60 1,1 3,8 | 1,0 | 2,0 
90 1,8 5,1 | 1,6 | 3.4 
0 3.6 | 0.2 | 14 
Co = 1,4 5,0 | 1,2 | 2.8 
Tabelle 4. 
Clavaria cristata. 

9 y 1< } ‘ 

. — 2cem Clavaria cristata 

Minuten Ww — hoa 

sini PreBsaft Kochsaft 

10 0,4 0,3 0,4 
| _ 40 1,5 : 0,9 2,5 | 
Co = 2,2 1,2 | 4,2 
Co = 2,0. ACo = 50. 





1) Negative Werte (wie z. B. bei Telephora, Hygroph. chlor.) deuten 
auf die Gegenwart eines Hemmungskérpers hin, welcher in einem ver- 
iinderlichen Gleichgewicht mit der Co-Zymase steht (die Aktivitét nimmt 
nicht proportional mit der durch Eindunsten vergréBerten Konzentration 
zu). Eine schnell abnehmende Reaktionsgeschwindigkeit zeigt Flammula 
und Craterellus. In ihnlichen Fiillen diirfte sich die Co-Zymase nach- 
weisen lassen erst nachdem die Hemmungskérper durch eine Reinigungs- 
methode entfernt worden sind. 
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Tabelle 5. 


Flammula penetrans, Telephora laciniata und Craterellus cornucopioides. 
Flammula pen. Co = 3,5 — 2,2 = 1,3. 









































, 2 ecm Kochsaft 
Minuten bm 
— Flammula Telephora Craterellus 
65 1,5 3.1 12:14 | 1,9:2,6 
115 8,4 6,1 2,9: 2,9 4,5 :5,2 
145 4,4 7,0 3,9:3,9 | 5,7: 6,2 
0 1,8 -09 | 0,8 
Co = 2,2 3,5 1,9 | 3,0 
Tabelle 6. 
Polyporus ungulatus und Lactarius rufus. 
" . 
iii 2cem Kochsaft 
Minuten Ww | ~ 
ncaa Polyporu ‘Lactarius rufus 
65 1,4 1,4 | 1,2 
95 2,3 2,6 2,2 
125 3,4 4,1 | 3,3 
155 4,5 5,7 | 4,4 
a eS 
Co = 2,2 3,2 | 2,2 








Somit ergibt sich fiir Polyporus ein geringer Co-Zymase- 
wert. Kochsaft von Lactarius rufus zeigte gar keine Co-Zymase- 
wirkung; hier diirfte also ein Hemmungskérper im Uber- 
schuB8B vorhanden gewesen sein. 

Fassen wir die an héheren Pilzen gewonnenen Ergebnisse 
kurz zusammen, so ist in erster Linie das starke Hervortreten 
einer Hemmungswirkung sowohl in den PreBsaften als in den 
Kochsiften zu betonen. Vermutlich handelt es sich hier nicht 
um einen einzigen Hemmungsstoff, sondern um eine Gruppe 
von Hemmungskérpern, welche zu dem in Muskel und auch 
in Hefe wirkenden Stoff in keiner direkten Beziehung stehen 
diirfte; darauf deutet schon die viel gréBere Thermostabilitat der 
Pilzstoffe, wahrend der Muskelstoff die Thermolabilitit eines 
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y hitze-denaturierbaren KiweiBkérpers besitzt. Die hier beobach- 
teten Hemmungsstoffe diffundieren durch Kollodiummembranen, 
haben also keinen kolloiden Charakter sondern sind vielleicht 
aromatische Enzymgifte mit freien Phenol- oder Aminogruppen; 
weitere Reinigungsversuche werden dariiber Aufschlu8 geben. 

Jedenfalls zeigt sich aus diesen Versuchen wieder deut- 
lich, daB es im allgemeinen nicht angiingig ist, aus den Enzym- 
wirkungen von Rohsiften auf den Enzymgehalt der ent- 
sprechenden Gewebe zu schliefen. 


Co-Zymasegehalt und Atmung in grinen Pflanzenteilen ' 
und in Apfeln. 

Die Co-Zymase greift als notwendiger spezifischer Akti- 
vator in den anaeroben Teil der Atmung ein.') Die Geschwin- 
digkeit der Sauerstoffzehrung ist also einerseits abhingig von 
der Geschwindigkeit der anaeroben Bildung von oxydations- 
fahigen Spaltprodukten der Zucker und dadurch eine Funktion 
der Konzentration der Co-Zymase. Andererseits ist die Ge- 
schwindigkeit der Sauerstoffzehrung abhingig von den Kata- 
lysatoren der Oxydation und zwar sowohl von den daran 
beteiligten Enzymen als von den nicht enzymatischen Bio- 
katalysatoren vom Typus des Cytochroms. Es ist natiirlich 
wiinschenswert, die Gréfe der einzelnen an der Atmungs- 
geschwindigkeit beteiligten Biokatalysatoren kennenzulernen, 
wortiber bis jetzt noch wenig Anhaltspunkte vorlagen. 

Material. Selbstgezogene Pflanzen von Vicia faba, etwa 1 Monat 
alt, 3—4 Glieder ausgebildet. Zur Verwendung kamen teils die griinen 
Pflanzenteile insgesamt, teils nur die Blatter. 

Methodik. Zur Bestimmung der Co-Zymase diente die Mikro- 

girung bei 30° mit ausgewaschener Unterhefe. 
' Die Sauerstoffzehrung wurde volumetrisch gemessen und zwar in 
einem Apparat, welchen der eine von uns (S. 8.) zum vorliegenden 
Zweck ausgebildet hat; er stellt eine Modifikation des Barcroftschen 
bzw. des Warburgschen Apparates dar, hat aber den Vortvil, daS die 
Ablesung an den einzeluen Biiretten gemacht werden kann, ohne daB 
das Schiitteln eingestellt wird 

















" 1) Euler, Myrbick u. Nilsson, Ergebnisse der Physiol. 1928; 
Euler, Nilsson u. Runehjelm, Diese Zs. Bd. 169, S. 138 (1927); vgl. 
Sven Steffenburg, Svensk Kem. Tidskr. 1928, im Druck. 
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Wegen der Einzelheiten sei auf die Mitteilung von Steffenburg 
verwiesen. Die Genauigkeit der Bestimmungen des Sauerstoffvolums be- 
tragt etwa + 0,0005 cem, d, i. bei 0,1 cem Absorption etwa 0,5°/, Fehler. 

Bei der Behandlung von griinen Pflanzenteilen zwecks 
Isolierung und quantitativer Bestimmung der Co-Zymase 
handelt es sich darum, die Co-Zymase ohne Hemmungskorper 
méglichst quantitativ in waBrige Lésung zu bringen. Es ist 
also nicht angingig, die Co-Zymase einfach durch die akti- 
vierende Wirkung zu bestimmen, welche der Pflanzensaft auf 
die ausgewaschene Trockenhefe ausibt. 

Zerkleinert man z. B. die griinen Teile von Vicia faba 
und erhitzt bei etwa 90° kurze Zeit, so erhilt man einen 
scheinbaren Co-Wert von 0,6; stellt man den gleichen Versuch 
mit den entsprechenden vorher gefrorenen Pflanzenteilen 
an, so zeigt sich, daB ein wesentlicher Teil der die Giarung 
hemmenden Stoffe durch das Gefrieren freigemacht worden 
und in Wirksamkeit getreten sind; dementsprechend ergab sich 
Co der Spalte 4 zu 0,36—0,20 = 0,16. 














Tabelle 7. 
Vicia faba gemahlen und erhitzt 
Vorher gefroren 
Minuten Wasser | a area ameaane aaa 
geen Ungereinigt | Gereinigt — 
+ om 2 ccm 3 ccm 
: geengt 
30 0,17 0,18 04 | 0,28 0,28 07 | 00 
60 0,20 0,19 08 | 0,85 0,36 14.) — 
90 0,24 0,20 1,3 | 0,87 0,39 1,9 | aoe 
120 a 165 | — — | 21 | 00 








Durch Reinigung dieser Lisung mit Blei und Quecksilber- 
acetat!) konnte ein Teil der Hemmungskérper wieder entfernt 


1) Die in Spalte 5 gemessene Lésung wurde zuerst mit Bleiacetat, 
dann mit Quecksilberacetat gefillt. Die Fallung wurde abzentrifugiert; 
aus der Liésung wurden die Schwermetaile mit H,S entfernt und dieses 
wurde abgeblasen, worauf die Lisung auf '/; eingedunstet wurde. 
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} werden; dadurch nimmt der Co-Wert wieder zu, auf etwa 0,9 
baw. (reduziert von 3 ccm auf 2 ccm) auf 0,6. Ungereinigt ein- 
geengt, wurde die Co-Zymase ganz gehemmt (vgl. Tab. 7, Spalte 6). 
' In einer folgenden Serie, zu welcher nur die griinen Blatter 
benutzt wurden, sollte die Temperaturempfindlichkeit des in 
den Blittern wirksamen Hemmungskérpers ermittelt werden. 
































b 
Tabelle 8. 
ane a ls faba b) 
Minuten Erhitzungsdauer Vaccinium 
Ce aE eke MMe 
a b 3 Min. 9 Min. 18 Min. 
20 «| (og | log 06 | 0,7 0,4 0,6 
40) 1,1 0,5 1,4 1,5 1,2 1,3 
60 1:7 0,8 2,1 2,3 2,0 2,0 
80 2,3 1,3 2,9 3,0 2,7 3,0 
100 2,9 _ 3,5 3,7 | 38,4 — 
120 3,5 2,1 4,2 4,5 4,1 5,1 
Die zerkleinerten Blitter wurden aufgeschwimmt in der ~ 
4fachen Menge Wasser und 10 Minuten auf Siedetemperatur 
! gehalten. Die Zerstérung der Co-Zymase ist bei diesem Ver- 
fahren gering, und wie die Tabelle zeigt, blieb die aktivierende 
Wirkung der Lésung fast ungeindert, so daB anscheinend auch 
von der hemmenden Substanz wenig zerstért wurde. 

Auch hier, wie bei den Pilzsiften wird die Giarungs- 
hemmung offenbar nicht durch eiweiBihnliche Stoffe veranlaBt; 
vielmehr kommen wohl Phenole, Phenolderivate (Phenolcarbon- 
siuren) u. a. Stoffe in Betracht. 

Tabelle 9. 
Apfel. 
ieiheanias 1,5 cem fil- | 2,0 cem Preb- 
Minuten Wasser ; trierter PreB- | saft, geschiitt. 
PreBsaft : ; 
| saft mit Kaolin 
30 0,55 0,2 0,1 0,2 
60 1,3 0,3 0,3 0,5 
, 90 2,1 0,4 0,5 0,7 
215 6,1 0,5 1,0 1,2 
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Reife Apfel (Siivstaholm, Mittelschweden) wurden geschalt und vom 
Kernhaus befreit, das Fleisch mit '/, des Gewichtes an Sand im Moérser 
verrieben. Der Brei wird wibrend einer Stunde bei 85° im Wasserbad 
gehalten, hierauf durch ein Filtertuch gepreBt. Der erhaltene PreBsaft 
wird zu Girungsversuchen verwendet. 

Durch das Schiitteln mit Kaolin wird eine schleimige Substanz 
(Pektin) entfernt, welche jedoch nicht die Ursache der in Spalten 3 und 4 
zutage tretenden Hemmung war. 

Die gleichen Apfel wie oben gemahlen: Der Brei 5 mal im Preb- 
tuch mit kaltem Wasser gewaschen; aufgekocht und durch ein Tuch 

epreBt, 
re Tabelle 10. 





i ni ungewaschener 
Minuten Wasser : Brei + Wasser 
PreBsaft Ry He 
dialysiert 
10 0,2 0,2 0,1 
40 1,3 1,0 0,3 











Der Versuch zeigt, daB der Hemmungskérper mit kaltem 
Wasser auswaschbar ist. 

Das Apfelfleisch wird iiber Nacht in hohem Zylinder durch Kol- 
lodium von den dialysierbaren Bestandteilen befreit. Das Volumen der 
fiuBeren Fliissigkeit betrug 220 cem; dieselben wurden auf dem Wasser- 


bad durch Blasen eingeengt auf 4 ccm, hierauf unter Anwendung von 
Lackmus neutralisiert (AuBenfliissigkeit der folgenden Tabelle). 


Tabelle 11. 

















. 0,5 eem Co- 
2 cem 0,5 ecm at cde Brei vor een 
Min. | Wasser | AuBen- | Co-Zy- y der : 
a 1,5 cem AuBen- ' Brei 
fliissigk. | mase iit Dialyse 
fliissigkeit 
i9} — — 1,5 _ — — 
39] — — 5,9 — _ 
45 | 1,2 0,1 7,5 0,1 0,3 0,7 
80 2,6 0,1 12,1 0,1 0,6 1,6 
110 3,6 0,0 13,3 0,3 0,8 2,3 
170 5,8 0,0 14,8 0,4 1,3 4,1 
1000 17,3 0,0 27,5 0,9 33,0 20,5 




















Der Versuch zeigt, daB der Hemmungskérper die Kollo- 
diummembran durchdringt und die Zymase hemmt. 
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————wE . 





- 








gg . 





Co-Zymase in atmenden Pflanzenorganen. 49 


Celliniapfel wurden zu Brei zerrieben und in einem System 
von tibereinander gestellten Sieben einen Tag lang gewaschen. 
Dadurch wurde der Brei in eine feiner verteilte Fraktion I 
und eine grobkérnige Fraktion II geschieden. Jede der beiden 
Fraktionen wurde in kochendem Wasser 2 Minuten lang erhitzt 
und dann sofort abgekiihlt. 


Tabelle 12. 




















0,5 cem Hefekoch- 
2 cem Apfelkoch- = ; ' 
ee 0,9 com | saft+1,5 ecm Apfel- 
Mi Ww a ae Hefe- kochsaft aus kalt 
Minuten | Wasser kel ronshene ; , , 
eit cihieeniee kochsaft gewaschene 
a 
Frakt. I | Frakt. I Frakt. I | Frakt. U 
“15 0,2 02 | 0,8 0,9 0,9 1,0 
30 0,5 or} te 3,1 3,2 3,3 
45 1,0 eo) a 6,5 6,7 6,7 
60 1,5 ay | 9,3 9,4 9,3 
90 2,8 29 | 38,5 12,7 12,1 | 12,0 
120 3,9 39 | 4,7 13,6 12,9 | 128 














In Fraktion I war offenbar sowohl die Co-Zymase als der 
Hemmungskérper ausgewaschen worden. Fraktion II ergab 
eine CO,-Entwicklung per Stunde von etwa Co=+ 0,2, also 
ebenfalls einen sehr kleinen Wert. Die Spalten 5—7 zeigen, 
daB im UberschuB zugesetzte Co-Zymase durch die beiden 
Fraktionen nur wenig gehemmt worden war. Es diirfte beim 
Auswaschen mehr Hemmungskérper als Co-Zymase entfernt 
worden sein. 

Quantitative Co-Zymasebestimmungen kénnen, wie ersichit- 
lich, in dieser Weise nicht ausgefiihrt werden; es wire dazu 
erforderlich, aus dem Brei den Hemmungskoérper chemisch aus- 
zufallen und den Riickstand auf Co-Zymase zu priifen. 

Der folgende Versuch wurde angestellt, um zu _ unter- 
suchen, wie sich die Summe der Aktivatoren und Paralysatoren 
verhalt, welche aus der Fraktion I] erhalten wird, wenn man 
dieselbe zur Trockene eindunstet und mit Wasser extrahiert 
(Tab. 18, Spalte 3) bzw. wenn man die Fraktion II mit Aceton 
und Ather entwissert, den Ather im Vakuum verdunstet und 
das Trockenpriparat in Wasser aufschlimmt. 
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Tabelle 13. 
Mikrogirung. 
Apfelkochsaft 
Minuten Wasser ; nimenions 
Ein- Aceton be- 
geengt | handelt 
40 1,2 0,7 0,6 0,7 0,5 0,5 
15 2.2 1,6 1,7 1,2 0,9 1,1 
160 5,7 4,8 4,8 22 25 2,9 
245 7,7 6,8 17,0 3.2 4,3 4,9 
305 — 9,4 8,0 oe 5,6 6,2 
385 — 10,6 8,9 — i,1 75 


Zum Vergleich wurde hier eine Hefe verwendet, welche 
nicht vollstindig ausgewaschen worden war, so daf& Hemmungs- 
wirkungen beobachtet werden konnten. 

Auch hier zeigte sich eine iiberwiegende Hemmung. 

Jedenfalls lassen die vorliegenden Versuche vermuten, dab 
in den untersuchten Apfeln das System der untersuchten 
Kohlehydratatmung nur wenig wirksam sein konnte; was hierbei 
die Rasse der Apfel bzw. ihr Reifezustand ausmacht, laBt sich 
noch nicht sagen. 

Bemerkenswert ist nun, da der Sauerstofiverbrauch des 
gleichen Apfelfleisches, respirometrisch gemessen, nicht un- 
erheblich war; er betrug nach Messungen mit Warburg- 
Biiretten, bezogen auf 1 g Trockengewicht 0,175 ccm 0,/Stunde. 

Sofern man aus den Tabb. 9—13 entnehmen darf, dak 
das Zymasesystem in den untersuchten Apfeln stark gehemmt 
war, wird man den Schlu8 ziehen, daf der gemessene Sauer- 
stoffverbrauch nicht von einer Veratmung der Kohlehydrate 
herriihrt. Man wird dann zuniachst zweibasische Oxysiuren 
(Apfelsiure, Weinsiiure) als Donatoren in Betracht ziehen. Die 
weitere Verfclgung dieses Ergebnisses verdient auch insofern 
enzymchemisches Interesse, als hier die prinzipielle Frage zur 
Entscheidung kommen muB, ob diese Oxydation von Pflanzen- 
siiuren in fleischigen Friichten (und auch in anderen Pflanzen- 
organen, wie in Blattern von Succulenten) reine Dehydrogenase- 
wirkungen im Sinne Thunbergs sind, oder ob auch hier 
eisenhaltige Biokatalysatoren mitwirken miissen. 











a 
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Vor kurzer Zeit hat der eine von uns!) aut eine Deutung 
des Meyerhof-Quotienten hingewiesen, welche davon ausgeht, 
daB (in erster Annaiherung und ohne Beriicksichtigung von 
Nebenreaktionen) bei der Veratmung von 1 Mol. Glucose 

a) nur 1 Mol. CO, entwickelt wird, wihrend gleichzeitig 

b) ein Rest =C—C= (Acetaldehyd) entsteht, welcher zur 
KiweiB- und Fettsynthese verbraucht wird, und 

c) ein der Kiirze halber als Triose bezeichneter Rest 
(Vorstufe der Milchsiure), welcher zu Hexose bzw. Glykogen 
resynthetisiert wird. 

Durch dieses Schema ist also die Kuppelung der Zucker- 
oxydation bei der Atmung mit den gleichzeitig verlaufenden 
Synthesen verkniipft. 

Im AnschluB an obiges Ergebnis beabsichtigen wir zu 
untersuchen, in welcher Weise die Oxydation der Pflanzen- 
siuren mit synthetischen Reaktionen gekuppelt ist. 





=——_ 


Zusammenfassung. 

In einer Anzahl héherer Pilze (Armillaria melleus, Hygro- 
phorus chlor., Clavaria cristata, Polyporus ungulatus, Lactarius 
rufus u. a.), sowie in Blattern griiner Pflanzen (Vicia faba und 
Vaccinium vitis idea) wurde mit der Methode der Mikrogirung 
an ausgewaschener ‘Trockenhefe Co-Zymase nachgewiesen, 
welche, wie schon friiher betont, fiir den anaeroben Teil der 
Kohlehydratveratmung unentbehrlich ist. 

In den genannten Pflanzenorganen kommt neben der 
Co-Zymase eine Substanz (oder eine Substanzgruppe) vor, 
welche die Wirkung des Zymasesystemes hemmt. Diese Sub- 
stanz ist thermostabil und dialysierbar durch Kollodium, und 
unterscheidet sich dadurch scharf von dem Hemmungskérper 
, des Kohlehydratabbaues in dem Muskel. 

In Apfeltleisch ist der Co-Zymasegehalt ‘uBerst gering 
oder die Co-Zymasewirkung ist durch Hemmungsstoffe oben- 
genannter Art aufgehoben. Da das genannte Gewebe ziemlich 
kraftig atmet (Sauerstoff verbraucht), so liegt die Annahme nahe, 
daB die beobachtete Atmung weniger auf Kosten von Zuckerarten, 
als von anderen Stoffen, etwa von Pflanzensiuren verlauft. 











%) Euler, Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 44 (1927). 
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Zur Kenntnis der Mutase. 
Von 


Hans vy. Euler und Edy. Brunius. 





(Aus dem Institut fiir organische Chemie und Biochemie d. Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Januar 1928.) 


Einleitung. 

Als Mutase bezeichnen wir nach Parnas?) das Enzymi, 
welches die oxydoreduktive Umwandlung von je 2 Aldehyd- 
molekiilen vermittelt nach der Gleichung: 
2R-CHO + H,O = R-CH,OH + R-COOH (Cannizarosche Reaktion). 

Wie Euler, Myrbiack und Nilsson?) neuerdings in einer 
zusammenfassenden Darstellung betont haben, ist dieses Enzym 
als identisch anzusehen mit der von Batelli und Stern be- 
schriebenen Aldehydase, ferner mit der Dehydrase von 
Wieland?) baw. der Dehydrogenase von Thunberg’‘) (aller- 
dings nur mit der Kohlehydrat-Dehydrogenase oder Redoxase’)), 
schlieBlich mit der Perhydridase von Bach*) und vermutlich 
auch mit dem Schardingerenzym. 

Erst in letzter Zeit wurde in diesem Laboratorium ge- 
funden"), daB die Wirkung der Mutase an die Gegenwart eines 
‘o-Enzymes gekniipft ist. Dasselbe hat sich mit der Co-Zymase 





') Biochem. Zs. Bd. 28, S. 274 (1910). 

®) Asher-Spiros Erg. d. Physiol. Bd. 26, S. 531 (1928). 

8) Chem. Ber. Bd. 47, S. 2085 (1914). 

*) Skand. Arch. Physiol. Bd. 40, 8. 1 (1920). 

5) U. v. Euler, Skand. Arch. Physiol. Bd. 51, S. 129 (1927). 

6) Biochem. Zs. Bd. 31, 8.443 (1911); vgl. auch Sbarsky und 
Michlin, Biochem. Zs. Bd. 155, S. 485 (1925). 

") Myrbiick u. Jacobi, Diese Zs. Bd. 161, S. 245 (1926). 
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als identisch erwiesen.) Da die Co-Zymase an der alkoholischen 
Girung wesentlich beteiligt ist, lag die Annahme nahe, daB 
auch die Mutase selbst eine Komponente der Zymasegruppe 
bzw. des glykolytischen Enzymkomplexes bildet. 

In einer Mitteilung iiber enzymatische Mutation und enzy- 
matischen Abbau Glykogen —> Milchsiiure haben wir?) die ersten 
Reinigungsversuche an Mutase beschrieben, durch welche das 
aus Schweineleber gewonnene Enzympriparat vom Ausgangswert 
X, = 2,3 auf den Wert XY, = 22,2 verbessert werden konnte. 

In der gleichen Mitteilung wurde zum erstenmal in Leber- 
saft und in Muskelpriparaten Aldehydmutation und Milchsiure- 
bildung verglichen. Dabei zeigte sich folgendes: 

In Lebersaft tritt keine oder nur sehr geringe Milchsaure- 
bildung ein, und zwar wird mit Glykogen als Substrat iiber- 
haupt keine Milchsiurebildung erzielt, mit Zymophosphat als 
Substrat war die Milchsiurebildung sowohl absolut als beson- 
ders im Verhiltnis zu der kriftigen Mutationswirkung sehr 
gering. 

Was die Muskelpriparate betrifft, so ergab sich zwischen 
Mutation und Milchsiurebildung im gleichen Muskelextrakt eine 
gewisse Parallelitit, Nach 2 Stunden waren 0,075 Millimol 
Acetaldehyd verschwunden, wahrend die gebildete Milchsiure- 
menge 0,14 Millimol Glucose entsprach. Bei letzterer Berech- 
nung wurde die Anfangskonzentration des Glykogens als Glu- 
cose berechnet und weiter angenommen, daB aus 1 Mol. Glucose 
1 Mol. Milchsiure entsteht. Jedoch muB beachtet werden, daB 
eine strenge Ubereinstimmung nicht zu erwarten ist, weil die 
spezifischen Geschwindigkeiten der beiden Reaktionen verschie- 
den sein kénnen. Die Anfangskonzentration des Acetaldehyds 
und des Glykogens sind auch bei den verschiedenen Versuchen 
etwas verschieden gewesen. 

Die erwihnten Versuche sind seitdem fortgesetzt worden 
und zwar sowohl hinsichtlich der Reinigung der beéiden mit- 
einander zu vergleichenden Enzymen der Mutation und der 
Milchsiurebildung, als auch hinsichtlich der Wirkungsweise der 





1) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 165, S. 28 (1927). 
2) Euler u. Brunius, Sy. Kem. Tidskr. Bd. 39, §. 287 (1927). 
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Mutase. Uber den Reaktionsmechanismus der Milchsiurebildung 
wird in einer besonderen Mitteilung berichtet. 


Reinigung der Mutase. 
1. Alkoholfallung. 


Das Ausgangsmaterial war ein mit Essigsiiure gefillter PreBsaft 
von Schweineleber. Derselbe zeigte, an Acetaldehyd gepriift, die Re- 
aktionskonstante /=0,13. Das Trockengewicht betrug in 2 ecm 0,1968 g, 
und somit war X, = 2,6. 

Zu 50cem dieser Enzymlésung wurden 20 cem 95°/,igen Alkohols 
zugesetzt. Die Alkoholkonzentration betrug also 25°/,. Die erhaltene 
Fillung wurde abzentrifugiert und wurde dann in 50 cem Wasser sus- 
pendiert. 


Minuten Q 30 60 90 
mg Aldehyd 52,4 47,8 43,6 39,0 
°/, Spaltung on 8,8 16,8 25,6 


Hieraus ergibt sich ¢ = 34 Minuten. /; = 0,029. 

Ausbeute an Aktivitiit bei dieser Alkoholfillung: 22°/,. Trocken- 
gewicht in 2 cem 0,0724 g. Somit X,;=1,6. Das Priiparat erwies sich 
also schlechter als das Ausgangsmaterial. 

Zur Restlésung von der vorhergehenden Fallung (50 cem) setzten 
wir noch weitere 20 ecm Alkohol, so daB die Konzentration etwa 45 °/, 
betrug. Die Fillung wurde wie oben behandelt. In dieser Fraktion war 
die Aktivitiit sehr unbedeutend. 

In der nun erhaltenen Restlésung wurde durch Zusatz von mehr 
Alkohol eine Konzentration von 70°/, erreicht; die Aktivitiitsbestimmung 
ergab vollstindige Inaktivitaét. Der Alkohol erwies sich somit als Fil- 
lungsmittel fiir die Lebermutase ungeeignet. Vermutlich wird das En- 
zym zum groBen Teil bei den Fillungen zerstért. 


2. Acetonfillung. 
Ausgangsmaterial ein mit Essigsiiure gefillter PreBsaft von X,=3,0. 
100 cem dieses Saftes wurden in 200 cem Aceton einpipettiert. Die 
Fillung wurde abzentrifugiert, mehrmals mit Aceton gewaschen und 
schlieBlich mit Ather behandelt und getrocknet. Von dem so erhaltenen 
Trockenpriparat wurden 7g eine lingere Zeit mit 50 ccm Wasser ge- 
schiittelt und hierauf die Lésung filtriert. 


Minuten 0 15 30 45 60 
mg Aldehyd 45,8 37,2 30,0 24,2 19,2 
0), Spaltung ss 18,7 344 47,1 58,0 


Hieraus ergibt sich ¢ = 8,0 Minuten. /& = 0,125. 
Trockengewicht in 2 cem 0,1800 g. Somit X, = 2,8. 
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Diese Fallung ergab also kein reineres Priiparat, was wahrschein- 
lich daran lag, daB die Ausbeute an Aktivitit im Trockenpriparat nicht 
selektiv geschah, sondern die Verunreinigungen werden gleichzeitig mit 
dem Enzym eluiert. 

Hierauf wurde untersucht, ob eine fraktionierte Fillung zu einem 
besseren Resultat fiihren konnte. 

100 eem Enzymlésung wurden mit 50 cem Aceton versetzt. Die Fal- 
lung wurde wie vorher behandelt. Das Trockenpriiparat wurde mit 
Wasser geschiittelt und die ungeléste Fillung abzentrifugiert. 


Minuten 0 15 30 45 
mg Aldehyd 45,8 42,5 39,3 36,4 
°/) Spaitung — 7,2 14,2 20,5 


Hieraus ergab sich ¢ = 22 Minuten. & = 0,045. 

Trockengewicht in 2cem=0,0721 g. Somit X,=5,0. (5 cem Enz.) 

Zur Restlisung von der vorhergehenden Fillung wurde das gleiche 
Volumen Aceton zugesetzt. Dieselbe Behandlung wie vorher. 


Minuten 0 15 30 45 
mg Aldehyd 48,8 46,0 43,5 40,6 
°/) Spaltung — 5,7 10,8 16,8 


Bei der Aktivitiitsbestimmung 5 cem Enzyim. 
Hieraus ergibt sich ¢ = 27 Minuten, /& = 0,037. 
Trockengewicht in 2cem = 0,0413 g. Somit X, = 7,1. 
Durch eine fraktionierte Acetonfillung kann ein ungefihr noch 
zweimal so reines Enzym erhalten werden. 


3. Adsorptionsversuch an Aluminiumhydrat. 


Das Ausgangsmaterial war mit Essigsiiure gefallt und 15 Stunden 
dialysiert. k=0,10. Trockengewicht in 2 cem=0,0932 g. Somit X;=4,3. 

50cem Enzym wurden mit 10cem Aluminiumhydratsuspension ver- 
setzt (enthaltend 0,26 g AI,O;); py =6,6. Nach dem Zentrifugieren 
wurde der Mutasegehalt der Restlésung gepriift. 


Minuten 0 30 60 
mg Aldehyd 50,4 36,1 23,1 
°/, Spaltung — 28,4 54,2 


Hieraus ergibt sich ¢ = 10,6 Minuten. *=0,094. Adsorption an 
Aluminiumhydrat ist bei dieser Aciditét nicht erfolgt. 

Wir untersuchten auch die Adsorptionsverhiltnisse bei stirkerer 
Alkalitiit. Dabei wurden 50 ccm Enzym mit 5 cem Tonerdehydrat- 
suspension und mit Natronlauge bis zu einem py = 8,5 versetzt. 
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Aktivititsbestimmungen der Restlésung. 


Minuten 0 30 60 
mg Aldehyd 50,2 35,9 22,7 
°/) Spaltung — 28,5 54,8 


Hieraus ergibt sich ¢=10,5 Minuten. /& = 0,095. Auch bei dieser 
Aciditét ist keine Adsorption erfolgt. 

SchlieBlich wurde versucht, das Enzym an neugefalltem Aluminium- 
hydrat zu adsorbieren. Der Enzymlésung wurde Aluminiumsulfat zu- 
gesetzt und hierauf Ammoniak bis zu schwacher Blaufirbung von Lack- 
muspapier. Auch bei dieser Operation konnten keine erheblichen Mengen 
Enzym adsorbiert werden, héchstens 20 °/,. 


4. Fallung mit Uranylacetat. 


Die Ausgangslésung war wieder der mit Essigsiure gefillte PreB- 
saft; Aktivitit £ = 0,098. 

Von demselben wurden 50 cem mit 5 ecm gesittigter Uranylacetat- 
lésung versetzt. Eine starke Fallung wurde erhalten, welche abzentri- 
fugiert wurde. Sie wurde suspendiert in 1°/,iger Na,HPO,-Lésung bis 
auf 50 cem; hierauf geschiittelt und nach 30 Minuten durch einen Biich- 
nertrichter filtriert. Das erhaltene Filtrat war frei von Uran, welches 
ein unlésliches Phosphat bildet, 


Minuten 0 30 60 90 
mg Aldehyd 50,0 47,4 45,4 42,8 
°/, Spaltung a= 5,2 9,2 14,4 


Hieraus ergibt sich ¢=58 Minuten. /=0,017. Ausbeute an Aktivitiit 
bei der Elution (im Verhiltnis zur Ausgangslésung) = 17°/.. 

Zu der Restlésung (45 eem) wurden weitere 10cem Uranylacetat- 
lésung zugesetzt; die gleiche Behandlung wie oben. 


Minuten 0 30 60 90 

mg Aldehyd 50,0 46,4 43,0 40,2 

°/, Spaltung 7,2 14,0 19,6 
Hieraus ergibt sich ¢ = 42 Minuten. 4 = 0,024. Ausbeute an 


Aktivitét 25°/). 

Hierauf wurde die Lésung untersucht, welche nach beiden Fil- 
lungen iibrig war; dieselbe war inaktiv. 

Ein Versuch, gréBere Ausbeuten bei der Elution durch Anwendung 
konzentrierterer Phosphatlésungen und bei anderen py, zu erhalten, fiihrten 
zu keinem besseren Resultat. 


5. Sorptionsversuch mit Kaolin. 


Die Ausgangslésung war mit kolloidem Eisen gefiillt worden und 
zeigte X, = 10,2. 
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Zu 50 cem wurden 10 cem Kaolinsuspension zugesetzt, enthaltend 
0,25 g. Bei diesem Versuch war py=6,9, in einem andern wurde py 
durch Zusatz von Essigsiiure auf 5,0 erniedrigt. Die Mutase wurde in 
der Restlésung bestimmt; die gesamte Aktivitit befand sich in derselben. 
Adsorption war also nicht nachweisbar. 


Vergleich zwischen der Aldehydmutation und der Methylenblau- 
reduktion in einigen Leber- und Hefepraparaten. 


Durch Versuche von Parnas?) ist bekannt geworden, dab 
die Leber reichliche Mengen eines Enzyms enthalt, welches 
Aldehyde dismutiert. Nachdem Neuberg und Hirsch?) ge- 
zeigt hatten, daB dieses Enzym auch in der Hefe vorkommt, 
und Josephson und Euler’) die gleichen Wirkungen mit 
Trockenhefe erhalten hatten, wurde durch die Arbeiten von 
Myrback und Jacobi‘) nachgewiesen, daB die enzymatische 
Dismutation eines Co-Enzyms bedarf und es wurde dann im 
hiesigen Laboratorium gezeigt, daB dasselbe mit der Co-Zymase 
identisch ist.5) Ferner wissen wir, daB Leberextrakt eine 
starke enzymatische Reduktionswirkung auf Methylenblau aus- 
iibt. Wie bei der Hefe wird auch in diesem Falle das Zymo- 
phosphat als Donator ausgeniitzt und das Reduktionsenzym 
erfordert zu seiner Wirkung einen Aktivator, welcher sich 
ebenfalls mit dem Co-Enzym als identisch erwiesen hat. 

Die Annahme lag deshalb nahe, die beiden genannten 
Wirkungen des Leberextraktes ein und demselben Enzym zu- 
zuschreiben, unter der Voraussetzung, daB die Donatorwirkung 
des Zymophosphates in der Weise stattfindet, dab Zymophosphat 
oder wahrscheinlicher ein Spaltprodukt desselben Dismutation 
erfihrt, sei es in derselben Art wie die eigentlichen Aldehyde 
oder unter intramolekularer Umlagerung. Nach dieser Dis- 
mutation entsteht ein Produkt, welches die Fahigkeit besitzt, 


1) Biochem. Zs. Bd. 28, S. 274 (1910); Batelli u. Stern, Biochem. 
Zs. Bd. 29, S. 180 (1910). 

*) Biochem. Zs. Bd. 96, S. 175 (1919). 

5) Diese Zs. Bd. 135, S. 49 (1924). 

‘) Diese Zs. Bd. 161, S. 245 (1926). 

*) Diese Zs. Bd. 165, S. 28 (1927); Euler, Myrbick u. Nilsson, 
Ann. acad. secient. fenn. Ser. A, Bd. 23, Nr. 3 (1927). 








58 Hans v. Euler und Edy. Brunius, 


Methylenblau zu reduzieren. Ob dieser letztere Vorgang enzy- 
matisch ist oder spontan eintritt, ist eine noch nicht entschiedene 
Frage. 

Ks war deshalb von Interesse zu untersuchen, ob in 
Praparaten verschiedener Herkunft und nach verschiedener 
Behandlung sich Parallelitiit ergibt zwischen Acetaldehyd- 
dismutation und Methylenblaureduktion. Die Existenz einer 
derartigen Parallelitat braucht auch unter der Annahme, dab 
die beiden Reaktionen durch das gleiche Enzym beschleunigt 
werden, nicht vorausgesetzt zu werden, da an der Methylen- 
blaureduktion offenbar noch andere Stoffe, vielleicht auch noch 
weitere Enzyme beteiligt sind. 

In den folgenden Versuchen wurde also das gleiche Leber- 
praparat verwendet, teils zur Durchfiihrung der Acetaldehyd- 
dismutation und teils der Methylenblaureduktion. Die Ver- 
suche wurden auch auf Hefe ausgedehnt, wo ihnliche Ver- 
haltnisse vorliegen wie in der Leber. 


Beschreibung der Versuche. 


Die Aldehyddismutation wurde in gleicher Weise aus- 
gefiihrt wie friiher.’) Die Konzentration des Acetaldehyds war 
bei den Versuchen etwa 0,25°/, und Co-Zymase wurde im 
UberschuB hinzugesetzt. Bei allen Versuchen auBer bei dem 
ersten wurde ein und dasselbe Co-Zymasepriparat beniitzt. 
Dasselbe war dargestellt durch Bleifallung des dialysierten Hefe- 
kochsaftes, einmalige Fallung mit Mercurinitrat und schlieBlich 
Behandlung mit H,S zur Entfernung von Quecksilber. Die 
Aktivitat der Lésung war Co = 110 ccm CO,/St. per Kubik- 
zentimeter. Die Aciditit wurde bei allen Versuchen durch 
Zusatz von 1 Mol. Phosphatmischung auf p,, = 6,6 eingestellt. 

Die Reaktionsmischung hatte folgende Zusammensetzung: 


2cem Acetaldehydlésung, 

3 cem Phosphatmischung, 1 Mol., 
5 eem Co-Zymaselésung, 

10 cem Enzymlésung. 





) Euler u. Brunius, Svensk. Kem. Tidskr. Bd. 39, S. 287 1927). 
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Hieraus wurden Proben von je 2 ccm entnommen, in 
welchen der Aldehyd nach Ripper bestimmt wurde. In den 
Tabellen sind die Aldehydwerte auf die gesamte Reaktions- 
mischung, 20 ccm, umgerechnet. 


Da die Koeffizienten der als monomolekulare Reaktion 
berechneten Dismutation nicht konstant sind, wurde die Reak- 
tionskonstante £ berechnet aus dem inversen Wert der fiir 
10 °/,ige Spaltung des Substrates erforderlichen Zeit. Dividiert 
man diese Konstante mit dem Trockengewicht der Knzym- 
lésung, bezogen auf 1 ccm der Reaktionsmischung, so erhilt 
man ‘;. 

Die Methylenblauversuche wurden nach der Methodik von 
Thunberg-Ahlgren ausgefiihrt, wobei die Zeit der voll- 
stiindigen Entfarbung bestimmt wurde. Die Methylenblau- 
lésung enthielt 0,5 g Methylenblau (Merck) per Liter. Der 
DonatoriiberschuB wurde erreicht durch Zusatz von Natrium- 
zymophosphat. Dasselbe war aus dem Calciumsaiz (Candiolin) 
dargestellt worden und zwar enthielt die Lésung zwischen 
5 und 10°/.. Das gleiche Co-Zymasepriparat und der gleiche 
Phosphatpuffer wie bei den Dismutationen. 

Alle Versuche wurden im Thermostaten bei 30° ausgefiihrt. 


Versuch I. 
Priparat aus Kalbsleber, welche im Mérser zerrieben und 


dann ausgepreBt wird. Der PreSsaft wurde nicht weiter behandelt. 





Dismutation. 
Ohne Co-Zymase Mit Co-Zymase 
Stunden Sane GeeenanEEE nse saae camps catadibad dengpevta 
mg Aldehyd | °/, Spaltung | mg Aldehyd | °/, Spaltung 
| 

0 321 | wat 3210 - 
1 29,9 6,8 26,2 | 18,4 
2 29,7 1,5 22.9 | 28,6 
3.5 28,4 | 11,5 21,8 | 32,0 








Hieraus ergibt sich ¢ = 33 Minuten. & = 0,030. 


Ee 
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Mb-Reduktion. 

Nr 0,5 cem Mb + 0,5 cem Puffer + 0,5 eem Entfirbungszeit 
7 Enzymlésung (Min.) 

1. 2. 1 cem Wasser 60 3865 

3. 4 0,5 cem Zymophosphat + 0,5 cem Wasser 10 11 

5. 6. 0,5 eem Co-Zymase + 0,5 eem Wasser 24,5 26,0 

7. 8 0,5 eem Zymophosphat + 0,5 cem Co-Zymase 25 85 








Die Versuche Nr. 3—4 sind ein gewisses MaB fiir den Gehalt von 
Co-Zymase im Leberextrakt, Nr. 5—6 fiir den Gehalt an Donatoren. 


Versuch II. 


Kin PreBsaft aus Schweineleber wurde isvelektrisch mit Essig- 


siiure gefillt. 
worfen. 


Die erhaltene Fiillung wurde abzentrifugiert und ver- 
Die Liésung war bei Ausfiihrung des Versuches 14 Tage alt, 


war aber wiihrend dieser Zeit im Ejisschrank aufbewahrt worden. 


Dismutation. 











Minuten |— 
0 52,0 
15 50,3 
30 49,0 
45 47,5 
60 45,8 


Ohne Co-Zymase 


mg Aldehyd | °/, Spaltung 


3,3 
5,8 
8,7 
11,9 





Hieraus ergibt sich ¢ = 9,8 Minuten. 
Trockengewicht in 2 cem Enzymlésung = 0,2667 g; X, = 1,6. 


Mit Co-Zymase 


mg Aldehyd | 2, Spaltung 





51,4 | _ 

43,5 | 15,4 

36,6 28,8 

30,4 | 40,8 

24,8 51,7 
k = 0,10. 


Bemerkenswert ist, da8 die Co-Zymase des Lebersaftes in den 
14 Tagen doch nicht ganz verlorengegangen ist.') Bei Zusatz von 
Co-Zymase wird jedoch eine sehr starke Aktivierung erhalten. 


Mb-Reduktion. 














Nr 0,5 eem Mb + 0,5 cem Puffer + 0,5 eem Entfairbungszeit 
Enzymlésung (Min.) 
1. 2. 1 cem Wasser etwa 8 Stdn. 
3. 4. | 0,5 eem Zymophosphat + 0,5 cem Wasser 73 68 
5. 6. 0,5 eem Co-Zymase + 0,5 eem Wasser a 6 
8. | 0,5 cem Zymophosphat + 0,5 cem Co-Zymase 4 4 


; =] 





1) Myrbiick u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 165, S. 140 (1927). 
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Die Versuche Nr. 5—6 zeigen, daB der Lebersaft reichliche Mengen 
Donatoren enthalt, die fiir ihre Wirksamkeit Co-Zymase erfordern. 
Dennoch aber tritt eine Aktivierung ein (Verkiirzung der Entfirbungszeit) 
bei Zusatz von Zymophosphat, woraus hervorgeht, daB das Priiparat 
das Zymophosphat als Donator ausniitzt. 


Versuch III. 
Das Priparat, aus Schweineleber dargestellt, war kurz vor dem 
Versuch in derselben Weise wie beim vorhergehenden Versuche, also 
mit Essigséure gefialit. 











Dismutation. 
Ohne Co-Zymase Mit Co-Zymase 
Minuten en ere | ee ——— 
mg Aldehyd | °/, Spaltung | mg Aldehyd | °/, Spaltung 
0 51,6 — 51,6 | — 
15 48,4 6,2 40,5 | 21,5 
30 45,6 11,6 31,5 | 38,9 
45 43,7 15,3 23,8 | 54,0 
60 38,2 26,0 16,6 67,3 








Hieraus ergibt sich ¢ = 7 Minuten. & = 0,14. 


Trockengewicht in 2 ccm = 0.2701 g; X, = 2,1. 


Mb-Reduktion. 

















Nr. 0,5 cem Mb + 0,5 cem Puffer + 0,5 cem Entfarbungszeit 
Enzymlésung (Min.) 

1, 2. 1 cem Wasser i8 18 

3. 4. | 0,5 cem Zymophosphat + 0,5 cem Wasser 10 10 

5. 6. | 9,5 cem Co-Zymase + 0,5 cem Wasser 4 4,5 

7. 8. | 0,5 cem Zymophosphat + 0,5 cem Co-Zymase 2 2 


Die relativ kurze eigene Entfirbungszeit des Priiparates (Nr. 1—2) 
stimmt mit dem Resultat bei der Dismutation iiberein, niimlich daB der 
Lebersaft an sich ziemlich groBe Mengen Co-Zymase enthielt. Ebenso 
war der Gehalt an Donatoren im Priparat groB. 


Versuch IV. 


100 ccm des Priiparates des Versuchs III wurden 48 Stunden lang 
dialysiert gegen eine groBe Menge destillierten Wassers, welches 2 mal 
erneuert wurde. Wihrend der Dialyse entstand eine starke Fillung 
welche abzentrifugiert wurde. 
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Dismutation. 
Ohne Co-Zymase Mit Co-Zymase 
Minuten a ee 
mg Aldehyd mg Aldehyd | °, Spaltung 

0 55,4 50,7 _ 

15 54,3 39,4 22,3 

30 53,8 29,6 41,6 

45 53,8 21,4 57,8 

60 53,3 13,9 72,5 








Hieraus ergibt sich ¢ = 6,7 Minuten. & = 0,15. 
Trockengewicht in 2 ecm = 0,0782 g; X, = 7,7. 
Durch die Dialyse ist der LeberpreBsaft von dem gréBten Teil 


seiner Co-Zymase befreit worden. 


Mb-Reduktion. 











Nr 0,5 eem Mb + 0,5 cem Puffer + 0,5 cem Entfiirbungszeit 
Enzymlésung (Min.) 

1. 2 1 cem Wasser Nach 6 Stdn. 

3. 4. | 0,5 cem Zymophosphat + 0,5 eem Wasser keine Entfirb. 

5. 6 0,5 cem Co-Zymase + 0,5 cem Wasser 82 34 

7. 8 0,5 ecm Zymophosphat + 0,5 eem Co-Zymase ' 7 


Auch dieser Versuch zeigt, daB die Co-Zymase zum gréBten Teil 
durch Dialysierung aus dem Priparat entfernt wurde. Ein groBer Teil 
der Donatoren ist wahrscheinlich auch verschwunden (Entfirbungszeit 
in Nr. 5—6 von 4 auf 33 Minuten gesteigert). Trotzdem kann ein 
donatorenfreies Priiparat durch ein solehes Verfahren nicht erhalten 
werden. 


Versuch V. 


Wir versuchten jetzt ein Priiparat, das mit kolloidalem Eisen ge- 
fillt worden war. 40 ccm der Enzymlésung von dem Versuch III wurden 
mit 8 ccm Kisenlésung (1,155 g Fe,O, per 10 cem) gefillt. Die Fallung 
wurde abzentrifugiert, und die Restlésung gegen eine groBe Menge 
destilliertem Wassers wiihrend 48 Stunden dialysiert. 
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Dismutation. 
Ohne Co-Zymase Mit Co-Zymase 
Minuten ea 7 ccna orang tncnantaalimieaemie 
mg Aldehyd mg Aldehyd “9 Spaltung 
0 55,6 50,7 _ 
15 55,6 42,6 16,0 
30 55,0 35,1 30,8 
45 94,0 27,8 45,1 
60 53,5 22.3 58,0 
Hieraus ergibt sich ¢ = 9,4 Minuten. k = 0,11. \ 


Trockengewicht in 2 ccm = 0,0452 g; X, = 9,7, 

Dieses Priiparat ist ebenfalls praktisch frei von Co-Zymase. Durch 
die Eisenfillung mit darauffolgender Dialyse sind etwa 20°/, der Akti- 
vitiit des Enzyms zerstért worden. 


Mb-Reduktion. 





Nr. 
| i 2 1 eem 
| 3. 4. | 0,5 eem 


5. 6. 0,5 eem 





1 
a 


0,5 eem 


0,5 cem Mb + 0,5 eem Puffer + 0,5 cem Entfirbungszeit 





Enzymlésung (Min.) 
Wasser Nach 6 Stdn. 
Zymophosphat + 0,5 cem Wasser keine Entfirb. 
Co-Zymase + 0,5 cem Wasser 98 103 
Zymophosphat + 0,5 cem Co-Zymase 21 21 


Obgleich die Aktivitit gegen Acetaldehyd nur 20°/, von der Akti- 


vitit der Ausgangslésung abgenommen hat, hat sich die Entfirbungs- 
zeit bei Uberschu8 von Co-Zymase und Zymophosphat verliingert von 


2 Minuten auf 21 





Minuten. 


Hierauf wurde das Verhiltnis zwischen Dismutation und 
Methylenblaureduktion in zwei Hefepriparaten untersucht. 


Versuch VI. 


Zuerst wurde eine Co-Zymase-freie Trockenhefe (Apo-Zymase) ge- 

prift, die aus Trockenhefe H durch wiederholte Waschungen mit Wasser 

| und Zentrifugieren dargestellt war und schlieBlich auf Glasplatten ge- 

Das hier verwendete Priiparat war im trocknen Zu- 
stand etwa 2 Monate lang aufbewahrt worden. 


trocknet wurde. 


Hefensuspension: 2g + 20cem Wasser. 
Davon wurden 10 cem zum Dismutationsversuch verwendet. 
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Dismutation. 





0,5 
1,0 


1,5 





Ohne Co-Zymase 





55,9 


55,6 


mg Aldehyd 





Mit Co-Zymase 


mg Aldebyd | °/, Spaltung 











55,5 ve 
51,2 7,8 
47,5 14,4 
44,5 19,3 


Hieraus ergibt sich ¢ = 41 Minuten. & = 0,024. 
Trockengewicht in 2cem = 0,1812 g; X, = 0,53. 


Mb-Reduktion. 








Nr. 


i. %. 


4, 
> &., 
+ oe 














Entfiirbungszeit 
0,5cem Mb + 0,5 cem Puffer + 0,5 cem Susp. S 
(Min.) 
1cem Wasser . 12 Stdn. keine 
Entfirbung 
0,5 ecm Zymophosphat + 0,5 ecm Wasser . 135 
0,5 eem Co-Zymase + 0,5cem Wasser . . 62 67 
0,5 eem Zymophosphat + 0,5 cem Co-Zymase 3,5 3,5 


Das Priiparat ist also in ziemlich hohem Grade frei von Dona- 
toren. Eine starke Verminderung der Entfairbungszeit wird erhalten 
bei Zusatz von Zymophosphat. 


wiederholt. 


Versuch VII. 

Bei diesem Versuch wurde eine unmittelbar vor dem Versuch aus- 
gewaschene Trockenhefe geprift und zwar wurden 4,5 g Trockenhefe 
in Wasser suspendiert, worauf zentrifugiert wurde. Dies wurde 4mal 


SchlieBlich wurde in 35cem Wasser aufgeschlemmt (Hefe- 














suspension). 
Dismutation. 

Ohne Co-Zymase Mit Co-Zymase 

Stdn. asec cnc ehacinllctecttale ene 
mg Aldehyd | mg Aldehyd = =§ °), Spaltung 

0 55,8 53,7 _ 
0,5 54,9 49,9 | 7,1 
1,0 54,2 45,5 15,5 
1,75 53,6 38,5 | 28,8 
2.0 53,4 36,0 33,0 








Hieraus ergibt sich ¢ = 39 Minuten. f& = 0,026. 
Trockengewicht in 2cem = 0,1516 g; X, = 0,69. 
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Dieses Hefepriiparat enthilt also etwas mehr Mutase per Gramm 
Die Aktivitiit der Suspensionen dagegen ist 


gerechnet als das vorige. 


ungefiihr dieselbe. 


Mb-Reduktion. 








Nr. 0,5ceem Mb + 0,5 cem Puffer + 0,5 cem Susp. 
i. 32 Lecm Wasser . 

». 4. |0,5 com Zymophosphat + 0,5 cem Wasser . 

>. 6. |0,5 ecern Co-Zymase + 0,5 com Wasser 

7. 8. $0.5 ccm Zymophosphat + 0,5 cem Co-Zymase 


Zusammenstellung der Resultate. 


Entfirbungszeit 
(Min.) 


12 Stdn. keine 
Entfirbung 
106 96 

29 26 
1506015 





Aus den Versuchen geht deutlich hervor, daB cine Parallelitit 
zwischen Acetaldehydmutation und Reduktion von Methylenblau, trotz 
Uberschu8 von Co-Zymase und Donatoren nicht besteht. Der Uber- 
sichtlichkeit wegen sind die Resultate in der folgenden Tabelle zusammen- 

















gefaBt: 

Priiparat i ¢ t' X, 
E, 0,030 25 25 os 
hy, 0,10 4 8 1,5 
RB, 0,14 2 4 2.1 
Ey, 0,15 7 33 7,7 
E, 0,11 21 100 9,7 
E, 0,024 3,5 65 0,53 
E, 0,026 1,5 27 0,69 


E, = PreBsaft aus Kalbsleber, #, = 
preBsaft, 14 Tage ait. 


by 
Co 
i! 


Essigsiiure-gefillter Schweinsleber- 


#, = trischem SchweinsleberpreBsaft, gefallt mit Essigsiiure. 
E, = E,, dialysiert 48 Stunden.’ 
= f,, mit Fe-Loésung gefallt und 2 ‘Tage dialysiert. 
getrockneter ausgewaschener ‘lrockenhefe, 2 Monate alt. 


£, = Trockenhefe, ausgewaschen unmitelbar vor dem Versuch. 


k = Reaktionskonstante bei Aldehyddismutation. 


= Entfirbungszeit bei Uberschu8 von Co-Zymase und Donatoren. 

¢! = Entfiirbungszeit bei Uberschu8 von Co-Zymase, aber ohne Zusatz 
von Zymophosphat, also beim Vergleich mit ¢ ein MaB fiir den 
Donatorengehalt des Priiparates selbst. 


Gzeht man zur Deutung der gefundenen Unterschiede der 
Leber- und Hefepriiparate davon aus, da ein und dasselbe 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 


CLXXV. 
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Knzym von der Co-Zymase sowohl bei der Aldehyddismutation 
wie bei der Methylenblaureduktion aktiviert wird, so muB man 
erst die Rolle der Donatoren erkliren. Bei allen Bestimmungen 
von ¢ sind Donatoren im Uberschu8 vorhanden gewesen; in- 
dessen ist aber wohl nicht nur die Menge dieser Donatoren 
ausschlaggebend, sondern vielmehr ihre Art. 

DaB die Praparate von Leber an sich eine groBe Menge 
Donatoren enthalten, zeigen schon die Werte fir ¢!, und 
aus den vorherigen Tabellen geht hervor, daB wenigstens ein 
groBer Teil derselben fiir ihre Wirksamkeit Co-Zymase er- 
fordern. Es ist aber nicht wahrscheinlich, daB die aus diesen 
Donatoren entstehenden Produkte eventuell nach einer Dismu- 
tation ebenso schnell mit Methylenblau reagieren wie die Dismu- 
tationsprodukte aus Zymophosphat; sie kénnen schneller rea- 
gieren und so sind die Unterschiede betreffend die Praiparate 
H,, Es, EF, und #, zu erkliren. In diesem Falle sind also 
eine ganze Menge Donatoren entfernt worden, weil sie Alter 
waren oder durch Dialyse oder durch Fallung mit Eisen und 
Dialyse, und sind danach mit Zymophosphat ersetzt worden. 

Die vorstehenden Ausfiihrungen geniigen jedoch nicht, um 
die Verhiltnisse in der Hefe (#, und £,) sowie am Praparat /, 
zu erklaren. ‘Trotz einer geringen Aktivitit gegen Acetaldehyd 
entsteht hier schnelle Entfirbung bei Gegenwart von Co- 
Zymase und Zymophosphat. Wie in friiheren Publikationen 
betont worden ist!), sind wahrscheinlich mehrere Enzyme be: 
den Methylenblaureduktionen wirksam. Wenn man nicht an- 
nehmen will, daB das Zymophosphatmolekiil einer direkten 
Dismutation ausgesetzt ist, mu8B man also schon hier eine Knzym- 
wirkung einfiihren, die wohl fiir die Entfarbungsgeschwindig- 
keit von EinfluB ist. Unterliegt ferner der Umsatz zwischen 
Methylenblau und der nach der Dismutation entstehenden 
oxydierbaren Substanz enzymatischem Einflu8, so haben wir 
einen weiteren Unterschied zwischen den verglichenen Vorgiingen. 

Kine Méglichkeit, mit der man ebenfalls rechnen muf, 
ist die, da8 die Hefe ein Hemmungsmittel enthilt, wodurch 





') H. v. Euler, R. Nilsson u. D. Runehjelm, Diese Zs. Bd. 167. 
S. 221 (1927). 
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die Aldehyddismutation nicht denselben Wert annimmt. Das- 
selbe wiirde dann auch der Fall sein beim Priparat £,. 

Unsere Versuche liefern also zwar keine Stiitze 
fir die Identitat von Aldehydmutase und Redoxase 
aber auch keinen Beweis dagegen. 


Nachtrag. 

Hin Leberextrakt kann Succinat als Donator benutzen}), 
es ist aber nicht wahrscheinlich, da’ diese Donatorwirkung 
das Vorhandensein von Co-Zymase erfordert. Durch starke 
Dialysierung eines Leberextraktes (48 Stunden) kann man den- 
selben beinahe Co-Zymase-frei erhalten. Wir haben deshalb 
untersucht, ob ein solches Co-Zymase-armes Praparat Succinat 
als Donator verwenden kann. 

Succinatlésung: 1,5g Bernsteinsiure wurde in Wasser gelist, gegen 
Lackmus mit Natronlauge neutralisiert und auf 50 cem verdiinnt. 














Nr. 0,5cem Mb+0,5cem Pufler+0,5 cem Enzym- |Eutfirbungszeit 
losung (Min.) 
}. @ Bheem Wes «6 km ee RRO REM "sage —— 
3. 4. 10,5 eem Succinat + 0,5 cem Wasser . pir 
stark gefiirbt 
>. 6. 10,5 eem Co-Zymase + 0,5 cem Wasser . . 22,5 28 
7. 8. |0,5 cem Suecinat + 0,5 eem Co-Zymase_. 20 «21 
9. 10. |0,5 cem Zymophosphat + 0,5 cem Co-Zymase 10-105 


Kine Aktivierung bei Zusatz von Succinat bei Abwesenheit 
von Co-Zymase wurde nicht bemerkt. Auch wurde keine nennens- 
werte Donatorwirkung bei Vorhandensein von Co-Zymase fest- 
gestellt. Aller Wahrscheinlichkeit nach ist die Succinodehydro- 
genase wihrend der Dialyse zerstért worden. Da8B das Priparat 
Zymophosphat als Donator benutzt, geht aus den Versuchen 9 
und 10 hervor. 


1) a. a. O. Bd. 169, S. 123 (1927). 
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Bildung von Guanidinoverbindungen bei der Einwirkune 
von Guanidin auf Aminosdureester. 
Il. Mitteilung. 


Bildung von Kreatinin aus Sarkosinathylester und Guanidin 
bzw. Cyanamid, sowie von 4d, 1-5-p-Oxybenzyl-2-imino-4-oxo- 
tetrahydroimidazol ((d,1-6-Oxyphenyl-v-guanidinpropionsaure) | 
aus d,l-Tyrosinathylester und Guanidin. 
Von 
Emil Abderhalden und Hans Sickel. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Januar 1928.) 


In der I. Mitteilung’) haben wir iiber die Beobachtung 
berichtet, daB ¢-Aminosiureester mit freiem Guanidin unter 
Abspaltung von Ammoniak reagieren. Es kommt zur Bildung 
der entsprechenden ¢-Guanidinoverbindungen und zwar in Form 
des Anhydrids. Wir enthielten uns einer Stellungnahme zum 
Mechanismus der vor sich gehenden Reaktion und verwiesen 
auf die Sammlung weiterer Erfahrungen. Wir haben zur Auf- 
kliirung der Umwandlung der @-Amino- in eine @-Guanidino- 
verbindung gepriift, wie sich der Sarkosiniithylester bei niederer 
‘emperatur bei Gegenwart von Guanidin verhalt. Es zeigte 
sich, daB in guter Ausbeute Kreatinin gebildet wird. 
Dieser Befund erscheint uns deshalb von Bedeutung zu sein, 
weil er die eine Méglichkeit der Reaktion zwischen dem «-Amino- 
siiureester und dem Guanidin ausschlieBt und zwar die Annahme 
einer Abspaltung der NH,-Gruppe unter Eintritt der Guanidino- 


1) E. Abderhalden u. H. Sickel, Diese Zs. Bd. 173, $.51 (1928). 
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gruppe. Es entstammt vielmehr das testgestellte Ammoniak 
der Guanidinkomponente. Hs reiht sich die beobachtete Reak- 
tion jenen Feststellungen an, die insbesondere bei der Reaktion 
zwischen alkylierten und arylierten Guanidinen mit aliphatischen 
und aromatischen Aminosiiuren wiederholt zur Beobachtung 
gekommen sind.') Interessanterweise war bei der Durch- 
fiihrung der eben erwdhnten Reaktionen eine ‘T’emperatur- 
erhéhung erforderlich, wihrend die von uns aufgefundene 
Reaktion exotherm ist und schon bei niederer ‘T'emperatur 
(z. B. —15% verlautt. 

Was nun den Verlauf der geschilderten Reaktion im 
einzelnen anbetrifft, so liegen zurzeit zwei Deutungen vor. Beide 
stammen von Schenk.?) Nach der einen Ansicht findet eine 
Anlagerung der im UberschuB wirkenden Base an das Guanidin 
baw. dessen Derivate unter Aufhebung der Doppelbindung zu 
einem labilen Tetraaminomethanderivat statt. Dieses soll 
dann alsbald Ammoniak oder eine andere basische Gruppe 
abspalten. Der geschilderte Reaktionsverlauf wird durch fol- 
gendes Formelbild wiedergegeben: 


/NH-R, (R;-HN.  /NH-R,] 
HN = C¢ + HNH-R, > | SX | ~ NH, 
\NH-R, L H,N/ NH-R, 
JNH-R, 


> RN = C6 : 
\NH-R, 


Nach der zweiten Annahme’) kommt es zu einem (ther- 
mischen)*) Zerfall des Guanidins bzw. seiner Derivate in Am- 
moniak und Cyanamid, bzw. es kommt zur Bildung der ent- 


') Nencki u. Sieber, Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 17, 8. 477 (1878); 
Schall, Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 61, 5. 445 (1900); Schenk, Diese Zs. 
Bd. 77, S. 376 u. 390 (1912); Bd. 150, 8. 121 (1925); Klingner, Disser- 
tation Leipzig 1926. 

*) Schenk, Diese Zs. Bd. 150, S. 123 u. 125 (1925); vgl. u. a. iiber 
den Mechanismus der Hydrolyse von Guanidinen: Lecher u. Graf, 
Liebigs Ann. der Chem. Bd. 438, 8. 154 (1924); Lecher u. Demmiler 
Diese Zs. Bd. 167, S. 163 (1927), sowie Schotte, Ztschr. f. angew. Chem. 
3d. 39, S. 677 (1926) und Diese Zs. Bd. 174, S. 119 (1928). 

*) Vg). hierzu auch Klingner, Dissertation Leipzig 1926. 

‘) Vgl. auch Rathke, Chem. Ber. Bd, 20, S. 1067 (1887). 
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sprechenden Substitutionsprodukte. Es erfolgt dann Anlagerung 
des Cyanamids an das im Uberschu8 vorhandene Amin: 
LHN= CQ. | _Brhoite | NG NH-R, + HAN-R 
NNR, “Temperatur™ ——_— 
Il. N=C—NH-R, + H,N-R, -——> HN=C—NH-R, 
| ‘ 
NH-R, 


In diesem Zusammenhang ist von Interesse, daf Cyanamid 
ganz erheblich rascher zur Anlagerung an den Sarkosinathyl- 
ester unter Bildung von Kreatinin kommt, als das bei ¢-Amino- 
siuren in wiiSriger Lisung der Fall ist. Diese Beobachtung 
wiirde an und fir sich in guter Ubereinstimmung mit der 
zuletzt entwickelten Vorstellung des in Frage kommenden 
Reaktionsverlaufs sein. Nun hat sich jedoch gezeigt, wie wir 
in der J, Mitteilung dargelegt haben, daB es beim Glykokoll- 
athylester unter den eleichen Bedingungen nicht zur Anlagerung 
von Cyanamid kommt. Sie erfolgt erst nach Zusatz von gering- 
fiigigen Mengen Guanidins. Interessanterweise verzégerte der 
gleiche Zusatz die Umwandlung von Sarkosiniithylester plus 
Cyanamid in Kreatinin ganz wesentlich. 

Wir setzen unsere Untersuchungen nach den verschieden- 
sten Richtungen fort, um festzustellen, ob der Umwandlung 
der verschiedenen q-Aminosiiureester unter Kinwirkung von 
(xuanidin bei niederer Temperatur in die entsprechenden Guani- 
dinoverbindungen eine einheitliche Reaktionsfolge zugrunde 
liegt. Es ist dies a priori anzunehmen. Vor allen Dingen 
sollen in verschiedener Weise im Aminostickstoff substituierte 
Aminosaiuren zu weiteren Versuchen herangezogen werden. 
Ferner interessiert der EKinfluB der Art des Alkoholradikals. 
indlich soll gepriift werden, wie sich substituierte Guanidine 
verhalten. SchlieBlich gilt es festzustellen, ob Licht auf weitere 
Moglichkeiten der Kreatinbildung im tierischen Organismus 
aus unseren Befunden fillt. 

Schon jetzt kann zum Ausdruck gebracht werden, daB die 
unter den geschilderten Bedingungen vor sich gehende Bildung 
von Anhydro-@-guanidinosiiuren ihre Ursache in dem Zusammen- 
treffen der folgenden Momente hat. EHinmal besteht die 
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Neigung zur Amid- bzw. Guanididbildung bei Anwesenheit von 
a-Aminosiureester und Guanidin. Dazu kommt dann die 
Neigung zur Verdringung bzw. Anlagerung bei Gegenwart von 
Ksteramin und Guanidin bzw. Cyanamid. Endlich macht sich 
dann die starke Neigung zum RingschluB (Bildung des Tetra- 
hydroimidazolrings) geltend. 

Wir haben ferner aus d,l-Tyrosinithylester und Guanidin 
in 27°/,iger Ausbeute das bisher unbekannte d,1l-5-p-Oxy- 
benzyl-2-imino-4-oxo-tetrahydroimidazol dargestellt. 


Experimenteller Teil. 


Sarkosinathylester und Guanidin. 


Vorversuch: 0,002 Mol. (0,307 g) Sarkosinathylesterhydro- 
chlorid in 4cem absolutem Alkohol versetzten wir bei Zimmer- 
temperatur mit 0,006 Mol. (0,55 ¢) Guanidin und bestimmten 
die freiwerdende Ammoniakmenge in einer Mikrokjeldahlappa- 
ratur. Es wurden 11,1 ccm n/10-Schwefelsiure verbraucht. 
Der Leerversuch mit Guanidin erfordert eine Korrektur von 
—0,23 ccm. Nach 3 Stunden wurde keine Zunahme an Am- 
moniakbildung mehr gefunden. Die Hauptmenge des Ammoniaks 
wurde in den ersten 20 Minuten in Freiheit gesetzt. Nach der 
Berechnung waren 53,6°', der theoretisch méglichen Menge in 
Reaktion getreten. 


) 


Darstellung von Kreatinin. 

DaB im Vorversuch Kreatinin entstanden war, geht aus 
dem folgenden Hauptversuch hervor. 3,9 g getrockneter Sarko- 
sinithylester wurden bei —15° mit 4g Guanidin (1:2 Mol.) 
verriihrt. Es erfolgte Mischung unter plétzlichem Ansteigen 
der Temperatur auf 20° (im Kialtebad belassen) und gleich- 
zeitig starke Ammoniakentbindung. Alsbald erstarrte die 
Fliissigkeit zur weiBen, mikrokrystallinen Paste. Nach kurzem 
Kvakuieren und sofortiger Verriihrung mit 10 ccm absolutem 
Alkohol wurde filtriert und mit Alkohol gut nachgewaschen. 
Bei 30° getrocknet, zeigte das krystallinische weiBe Pulver im 
Réhrchen gegen 240° Verfarbung, sinterte allmahlich und bildete 
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bei 280° eine braune Fliissigkeit. Der Stickstofiwert lag etwas 
iiber der Theorie, was auf ganz geringe Guanidinbeimengung 
hinweist. 

0,345 g Substanz benétigten 11,59 cem n/10-H,SO,-Lésung. 

Fiir C,H,ON, (113,08) Gef. 37,32°/, N Ber. 37,17 °/, N. 


2,5 g Ausbeute entsprechen 65°/, der Theorie auf Kreatinin 
berechnet. Die Identitiit wurde auBer durch die Analyse fest- 
gestellt: 1. durch die charakteristische Chlorzinkverbindung — 
konzentrisch gruppierte und gekreuzte Biischel feiner Nadeln —. 
durch das wenig wasserldsliche, in hellgelben Nadeln krystalli- 
sierende Pikrat — Schmelzp. 213—214° (unkorr.) — und 2. die 
positive Jaffésche Reaktion. Aus heiBem Wasser krystalli- 
sierten wasserfreie, monokline Prismen, aus der kalten konzen- 
trierten Liésung bei langsamem Einengen tafelformige Prismen 
mit 2 Mol. Krystallwasser. 

Ferner reduzierte die Substanz Fehlingsche Lisung nach 
lingerem Kochen ohne Abscheidung. Die Biuretreaktion war 
negativ. 


Sarkosinathylester und Cyanamid. 


1. Versuch. In 3,9¢ des trocknen Esters listen sich 
unter geringem Temperaturabfall 1,4g Cyanamid (1:1 Mol.) 
spielend. Es trat dann nur schwache ‘Triibung auf. Nach 
14 stiindigem Stehen im verschlossenen Gefif& bei Zimmer- 
temperatur hatten sich 0,32 g, nach weiteren 24 Stunden 0,78 g 
kleine prismatische Krystalle abgeschieden. Sie zeigten keine 
Biuretreaktion. Mit Ather und Alkohol gewaschen, verhielten 
sie sich in jeder Beziehung wie Kreatinin. In 38 Stunden 
waren also 29°/, der theoretisch méglichen Menge Kreatinin 
durch Anlagerung des Cyanamids an den Sarkosinithylester 
unter Alkoholabspaltung gebildet worden. Die Krystall- 
abscheidung schreitet dann langsam fort. 

2. Versuch. Zum gleichen Ansatz wie im 1. Versuch 
fiigten wir einen Tropfen (etwa 4 mg) Guanidin. Die Kreatinin- 
abscheidung betrug nach 14 Stunden hier nur 0,26g, nach 
38 Stunden im ganzen 0,68 g. Die Ausbeute errechnet sich 
in diesem Falle nur auf 18°/, der theoretischen Menge. [Das 
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Rohprodukt muBte erst durch Umkrystallisieren von einer kleinen 
Menge Verunreinigung befreit werden, die den Zersetzungspunkt 
auf 170° herabdriickte. Die weitere Ausscheidung schreitet 
langsamer als im Versuch 1 fort. 

Reiner Sarkosinithylester schied in der Versuchszeit keine 
Spur einer festen Substanz ab. 


d,l-Tyrosinathylester und Guanidin. 

3,1 g fliissiges Guanidin wurden bei —10° mit 5,5¢ fein 
zerriebenem, getrocknetem d,l-Tyrosinithylester verriihrt. Die 
Temperatur des entstehenden ziihen breies stieg auf 0°. Gleich- 
zeitig trat Ammoniakgeruch auf. Um die Masse weiterhin 
durchmischen zu kénnen, muBte bei Zimmertemperatur ge- 
arbeitet werden. Die Temperatur des immer ziher werdenden 
Breies stieg auf 30°. Die Gewichtsabnahme betrug nach 
10 Minuten infolge des stiindig entweichenden Ammoniaks 0,05 g. 
Hr einen 100°/,igen Umsatz errechnen sich 0,44 g Ammoniak. 
Das Gemisch war nun fest geworden. Wir erwiirmten deshalb 
im Wasserbad je 10 Minuten auf 40°, 60° und 65° und evaku- 
ierten jedesmal so lange, bis die wieder diinnfliissig gewordene 
Reaktionsmasse erstarrt war. Dabei nahm das Gesamtgewicht 
um weitere 0,35¢ ab. Da die Abnahme immer geringer wurde, 
schritten wir zur Aufarbeitung des Gemenges. 

Um noch unverainderten Tyrosinester abzutrennen, behan- 
delten wir die bréckelige, schwach braun gefirbte Masse mit 
warmem KEssigester. Der Extraktriickstand war nur gering. 
Kin gréBerer Teil des Esters muBte bei der oben geschilderten 
Behandlung in das Dioxopiperazinderivat des Tyrosins iiber- 
gegangen sein. Durch mehrmalige Behandlung mit Alkohol 
und Essigester gelangten wir dann zu einer krystallinischen 
Substanz. Aus viel heiBem Alkohol umgelést, erhielten wir 
sie in quadratischen Blittchen. Die Ausbeute betrug 1,5 g 
(= 27°/, der Theorie). In heifem Wasser ist sie bedeutend 
leichter léslich und krystallisiert in der Kalte zum aller- 
eréBten Teil in zu Biischeln vereinigten Nadeln wieder aus. 
Beide Formen, bei 100° getrocknet, verfarbten sich im Réhrchen 
cegen 240°, begannen bei 257° in ein braunes Ol iiberzugehen, 
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das gegen 263° unter weiterer Zersetzung sich in Schaum ver- 
wandelt. 

Gegen Lackmus reagierte die Verbindung fast neutral, gegen 
alizarinsulfosaures Natrium deutlich basisch. Die Ninhydrin-. 
und Biuretreaktion fielen negativ aus, die nach Jaffé und 
die Millonsche waren positiv. Die bei der letzteren in der 
Kalte auftretende braunrote Abscheidung léste sich beim EKr- 
wirmen mit gelbroter Farbe. 

Die bei 100° getrocknete Substanz lieferte folgende Werte: 

0,0341 g bendtigten nach Kjeldahl 5,00 cem n/10-H,SO,-Lésung; 
30,46 mg auf 4 c¢em in Wasser gelést, verursachten eine Siedepunkts- 
erhéhung 4 = 0,019 — 0,020°. Gef. wurden: 198 Mol.-Gew. und 20,52°/, N. 


Fiir p-Oxybenzyl - 2 -imino - 4 - oxo - tetrahydroimidazol, 
C,)H,,0,N,, berechnet sich das Molekulargewicht auf 205,1, 
der N-Gehalt auf 20,50°/,. 









































Uber Bromporphyrin I und Tetramethylhimatoporphyrin- 
Kisensalz. 


If. Mitteilung.}) 
Von 


Hans Fischer und Georg Hummel. 


Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen. 
o 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Januar 1928.) 


Unter dem EHintiu8 von Brom auf in Hisessig geléstes 
Himatoporphyrin entsteht unter Abspaltung einer ungesittigten 
Seitenkette Bromporphyrin I von folgender Konstitution: 


H,C——Br CH, CHOUCH, Br 
|r| iH | IL | 
Iw Po C A“ \ 
/ N N \ 
HC H CH 3S = CH,.CH,.COOH 
\ N N 
PP ae C it 
iwi. 8 || U1 | 
H,C——— se CH, 


In ihin ist aiso die Oxyvinylgruppe des Hamatoporphyrins ab- 
gespalten und der Oxiithylrest durch Brom substituiert. 

DaB der Pyrrolkern IT bei der weiteren Oxydation ver- 
loren geht, ist sicherlich bedingt durch die Hydroxylgruppe in 
@¢-Stellung: durch Verithern wird wohl auch hier die Stabili- 
sierung des Pyrrolkerns méglich sein, Versuche, mit denen wir 
beschiftigt sind. Es war nun von groBem Interesse, ob aus 
dem durch unsere Arbeiten bequem zugiinglichen Tetramethyl- 
himatoporphyrin—Kisensalz Bromporphyrin I ebenfalls erhalten 
wiirde oder nicht. In ihnlicher Weise wie Kiister Himin- 
ester bromiert hatte, gelang auch hier in Chloroformlésung 
die Bromierung. Hierbei bildeten sich Stréme von Brom- 





1) 1. Mitteilung Chem. Ber. Bd. 60, S. 1861 (1927) bzw. Diese Zs. 
Ba. 168, S. 152 (1927). 
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wasserstofi, ei Zeichen dafiir, daB die Reaktion anders wie 
beim Himin verlaufen war und es entstand ein prachtvoll 
krystallisiertes gebromtes Eisensalz, das sich als identisch 
erwies mit dem kiinstlich aus Bromporphyrin J-Ester gewonnenen 
Kisenkomplexsalz. Dieser Nachweis konnte eindeutig gefiihrt 
werden, denn es gelang nach verschiedenen Methoden das ge- 
bromte Eisensalz seines komplex gebundenen Metalles zu be- 
rauben und in allen Fallen resultierte Bromporphyrin I. Dab 
unter den milden Bedingungen der kalten Bromierung bereits 
der Ersatz einer ungesiittigten Seitenkette durch Brom erfolgt, 
ist auffallend, ebenso die Verseifung des iitherartig gebundenen 
Methoxyls. DaB aber die Reaktion im geschilderten Sinne 
verlaufen ist, haben wir durch Oxydation bewiesen, denn diese 
ergab Bromcitrakonimid, ebenso erharten die weiteren Um- 
setzungen des Hisensalzes den Verlauf der Reaktion im an- 
gegebenen Sinne. 

Die Enteisenung nahmen wir mit Hilfe von Bromwasser- 
stoff—Eisessig bei 80° vor. Bromporphyrin I wurde in pracht- 
vollen Krystallen erhalten und durch Analyse identifiziert; 
weiter durch Uberfithrung in den Ester des Bromporphyrin I, 
der mit dem aus Hamatoporphyrin gewonnenen Ester keine 
Schmelzpunktsdepression ergab. Zur weiteren Identifizierung 
wurde vom [ster nochmals das Eisen- und Kupfersalz ge- 
wonnen, die in allen Higenschaften mit dem Eisen- und Kupfer- 
salz des Bromporphyrin I-Esters iibereinstimmten. 

Eine Eigentiimlichkeit mu hier erwiihnt werden. Neben dem 
friiher angegebenen Schmelzpunkt von 283° (korr.) beobachteten wir 
niedrigere Schmelzpunkte, im ungiinstigsten Falle 272°. In diesen Fallen 
konnte der Schmelzpunkt durch Umkrystallisieren nicht erhéht werden. 
Der Mischschmelzpunkt mit dem Ester von 284° ergab keine Depression, 
d. h. der Schmelzpunkt lag zwischen den angegebenen. Die Ursache 
dieser Abweichung konnte noch nicht festgestellt werden. Spektro- 


skopisch war vollkommene Identit&’t vorhanden, wie die Projektion der 
Spektren iibereinander ergab. 


Ebenso glatt lieB sich die Enteisenung mit Jodwasser- 
stoff—Kisessig vollziehen unter Bedingungen, die Himin oder 
Himatoporphyrin in Mesoporphyrin iiberfiihren. Den Versuch 
stellten wir urspriinglich nicht zu diesem Zweck an, sondern 
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in der Erwartung, daB von den beiden fest gebundenen Brom- 
atomen des Bromporphyrin | mindestens das in der Seitenkette 
abgespalten wiirde. Es trat jedoch iiberraschenderweise auBer 
Kisenabspaltung keinerlei Reaktion ein. Die Analyse bestitigte, 
daB reines Bromporphyrin I vorlag. Auch mit konz. Schwefel- 
siure lief sich das komplex gebundene Eisen entfernen; hier 
wurde das freie Porphyrin durch Uberfithrung in den Ester 
des Bromporphyrin I durch Mischschmelzpunkt und Analyse 
identifiziert. 

Gelegentlich dieser Versuche iiberzeugen wir uns, dab auch Meso- ‘ 
haimin in glatter Reaktion durch konz. Schwefelsiure sich seines Eisens 
berauben laBt. Fiir die Gewinnung von Mesoporphyrin durch Erhitzen 
von Himin mit Kaliummethylat fiihrt dieses Verfahren der Enteisenung 
am bequemsten zum Ziel. 





Auftallend ist die groBe Stabilitat des Bromporphyrin I. 
Beim Erhitzen mit 5°/,iger Kalilauge auf 140° trat keine Ab- 
spaltung von Halogen ein, ebensowenig beim Erhitzen von 
Kaliummethylat auf 180°, Auch beim Erhitzen mit Brom- 
wasserstoff—Eisessig auf 180° wihrend 2 Stunden trat keine 
Kinwirkung ein, dagegen gab ‘Tetramethylhimatoporphyrin— 
Eisensalz unter diesen Bedingungen Mesoporphyrin, eine Re- 
aktion, die im Einklang mit dem Verhalten des Hiimins steht.! 
Nachdem die Bromierung des Tetramethylhimatoporphyrin— 
Eisensalzes in Chloroform einen glatten Verlauf nahm, war 
natiirlich auch die des Tetramethylhimatoporphyrins von Inter- 
esse. Auffallenderweise wurden hierbei in Chloroform bis jetzt 
nur unerfreuliche Produkte erhalten, die zur naiheren Unter- . 
) suchung nicht einluden. 

: Glatt verlief dagegen die Bromierung in Eisessig. Hier 
eutstand zuniichst ein prachtvoll krystallisiertes Perbromid, das 
beim Trocknen iiber Schwefelsiiure und Atznatron viel Brom 
abgibt, aber immer noch Perbrom enthilt, wie das Entstehen 
von Bromaceton nach dem Umsatz mit Aceton beweist. Der 
} getrocknete Kérper gab Analysenwerte, die auf die Tetrabrom- 
verbindung eines Bromhydrats von Bromporphyrin I gut stimmen. 
Durch lingere Behandlung mit Aceton—Wasser lieB sich alles 


1) Diese Zs. Bd. 161, S. 15 (1926). 
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locker gebundene Brom abspalten und es resultierte wieder der 
Ester von Bromporphyrin I, der durch Analyse und Misch- 
schmelzpunkt erkannt wurde. 

Als Ausgangsmaterial fiir diese Versuche diente, wie er- 
wihnt, Tetramethylhiimatoporphyrin—Kisensalz. Uber dessen 
Darstellungsmethode wurde vor kurzem mit Lindner!) be- 
richtet. Unter dem Einflu8 von Methylalkoholschwefelsaure 
erfolgt Anlagerung von Methylalkohol an die ungesittigten 
Seitenketten. Der Beweis hierfiir wurde auBer in der bereits 
erwihnten Abhandlung schon 19257) gefiihrt, denn wir hatten 
beim Erhitzen im Hochvakuum beim krystallisierten Priiparat 
glatt Methylalkoholabspaltung erhalten. Wihrend die Kin- 
wirkung von Methylalkoholschwefelsiure in guter Ausbeute zum 
Tetramethylhaimatoporphyrin—Kisensalz fiihrt, erfolgt, wie zu 
erwarten war, unter dem Einflu8 von Methylalkohol—Chlor- 
wasserstoff auch eine Kinwirkung auf di® ungesittigte Seiten- 
kette des Hiimins, nur daB hier gleichzeitig Eisenabspaltung 
eintrat. Die Ausbeute ist bei diesem Verfahren scheinbar recht 
gut, jedoch haben wir trotz vieler Bemiihungen aus dem er- 
haltenen Priiparat nur iiuberst geringe Mengen des krystalli- 
sierten 'etramethylhimatoporphyrins erhalten kénnen, Die 
spektroskopischen Befunde sprachen im eindeutigen Sinne fiir 
das Entstehen des Tetramethylhimatoporphyrinesters, eine An- 
schauung, die von anderer Seite leidenschaftlich vertreten wird, 
obwohl keinerlei Angaben iiber die Existenz eines krystalli- 
sierten Esterpriiparates gemacht werden.*) In der Tat hat nun 
unsere Untersuchung ergeben, daB das auf diesem Wege er- 
haltene Tetramethylhimatoporphyrin diesen Kérper nur in ver- 
schwindend geringer Menge enthilt. Bewiesen wird dies durch 
das Oxydationsergebnis. Tetramethylhimatoporphyrin gibt bei 
der Oxydation, wie Kiister zuerst gefunden hat, in guter 
Ausbeute ein methoxyliertes Imid vom Schmelzp. 64°, das wir 
auch aus dem Tetramethylhiimatoporphyrin—Kisensalz bekommen 
hatten. Hier wurden aus 4g des gereinigten Materials ge- 


1) Diese Zs. Bd. 168, 8S. 152 (1927). 
* Diese Zs. Bd. 153, S. 175 (1926). 
‘) Diese Zs. Bd. 170, 8S. 164 (1927). 
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ringe Mengen des Imids erhalten, die nach Sublimation bei 60° 
schmolzen, also immer noch 4° zu tief, aber mit dem meth- 
oxylierten Imid beim Mischschmelzpunkt keine Depression 
gaben. Der Versuch wurde mit demselben Erfolg wiederholt 
und diesmal in der Imidfraktion iiberhaupt kein krystallisierter 
K6érper erhalten. Die Imidfraktion war zum gréBten Teil dlig, 
auch nach wochenlangem Stehen trat keine Krystallisation ein. 

Merkwiirdig ist auch die Resistenz des so mit CH,OH—HCI 
erhaltenen Porphyrins gegen die oxydierende Wirkung der 
Chromsiure, da in den beiden mit je 4 g durchgefiihrten Ver- 
suchen ein Teil des Porphyrins sich als resistent erwies und 
erst durch einen groBen Uberschu8 von Chromsiiure abgebaut 
werden konnte. 

Wir haben dann weiter nach den Bedingungen des Ent- 
stehens des Tetramethylhimatoporphyrins bzw. seines Eisen- 
salzes unter dem Einflu8 von Methylalkohol—Chlorwasser- 
stoff gesucht und geiunden, daB die Reaktion durch Behand- 
lung von Himin mit kalt gesiittigtem Methylalkohol—Chlor- 
wasserstoff im gewiinschten Sinne verliiuft; aber auch hier er- 
reicht die Ausbeute nicht anniihernd die mit Schwefelsiure. 
Himin, das aus Essigsiureanhydrid umkrystallisiert war’), 
ergab dieselben Resultate. Durch diese Versuche ist zum 
erstenmal bewiesen, daB unter dem Einflu8 von kaltem 
Methylalkohol—Chlorwasserstoff tatsichlich Methylalkoholanlage- 
rung an die ungesiittigten Seitenketten des Himins erfolgt, die 
Reaktion verliuft aber mit schlechterer Ausbeute als mit 
Schwefelsiure. Durch heifen Methylalkohol—Chlorwasserstoff 
erfolgt praktisch iiberhaupt keine Absittigung der ungesiittigten 
Seitenketten und man sieht wieder, wie wenig beweisend schein- 
bar klare spektroskopische Befunde fiir einen bestimmten Re- 
aktionsverlauf sind und es ist nicht recht zu verstehen, wenn 
ein so erfahrener Forscher wie W. Kiister solche spektro- 
skopische Befunde als beweisend ansieht.”) 

Endlich wurde die bereits mit Herrn Lindner begonnene 





1) Vgl. Kuhn, Zs. fiir angew. Chem. Bd.40, 8.1151 (1927). Diese Ver- 
suche waren bereits abgeschlossen, als die Notiz Kuhns erschien. 
*) Diese Zs. Bd. 172, S. 104 (1927), FuBnote. 
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Untersuchung der Uberfiihrung von Protoporphyrin in Tetra- 
methylhimatoporphyrin bzw. Hi&matoporphyrin!) unter ver- 
schiedenartigen Bedingungen fortgesetzt. Die bereits damals 
erkannte Reaktionstrigheit des Protoporphyrins im Vergleich 
zum Hamin konnte wieder bestiitigt werden und spricht fiir 
eine Verschiedenheit der Konstitution der Seitenketten im Proto- 
porphyrin und im Himin, wie schon 6fters hervorgehoben wurde. 

Durch Behandlung von Protoporphyrin mit Kaliumperman- 
ganat in schwach alkalischer Lésung erhielten wir Anzeichen 
fir das Vorhandensein eines neuen Porphyrins, das sich in 
seinen Higenschaften vom Protoporphyrin unterscheidet. Himato- 
porphyrin kann nicht vorliegen, da kein schwerer lésliches 
Natriumsalz isoliert werden konnte. Die Reaktion wird weiter 
verfolgt. Beim Himin erfolgt bei analoger Behandlung eine 
Verschiebung des Haimochromogenstreifens auf 549. Auch hier 
muB die weitere Untersuchung ergeben, welcher Art die er- 
folgte Reaktion ist. Die Reaktion wird natiirlich auf weitere 
Porphyrine iibertragen, insbesondere auf Himato- und Tetra- 
methylhimatoporphyrin. 


Versuche. 


Bromierung von Tetramethylhamatoporphyrin—Eisensalz 
in Chloroform. 

1 g Eisensalz wird in 20 ccm Chloroform gelést und nach 
dem Filtrieren mit einer Lisung von 1,25 g Brom in 10 ccm 
Chloroform 2 Stunden lang auf der Maschine geschiittelt. Beim 
Offmen der Flasche ist deutlich das Freiwerden von Brom- 
wasserstoff zu beobachten. Die Chloroformlésung wird nun 
im Vakuum eingeengt und mit Petrolither gefillt. Ausbeute: 
1,4 ¢ gebromtes Eisensalz. Der Kérper libt sich aus Pyridin 
und mit NaBr-gesittigtem Eisessig umkrystallisieren. Schmelz- 
punkt eines aus Hisessigiither umkrystallisierten Produkts 175° 





') Diese Zs. Bd. 168, 8S. 158 (1927). Die Arbeit blieb lingere Zeit 
liegen, da Herr Lindner im November 1926 in die Industrie tibertrat. 
Im Wintersemester 1926/27 sind in meinem Institut von Praktikanten bis 
zu 100 g Tetramethylhimatoporphyrineisensalz nach dem spiter (a. a. O.) 
verdffentlichten Verfahren dargestellt worden. H. F. 
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Kin anderes aus Pyridinither umkrystallisiertes Produkt zeigt 
keinen Schmelzpunkt und sintert bei etwa 310° Kin 3. Pro- 
dukt zeigt einen Schmelzpunkt von 300° (unkorr.). 
os 3,430 mg Substanz gaben 5,830 mg CO,, 1,145 mg H,O, 0,318 mg 
 GyU3. 

3,064 mg Substanz gaben 5,228 mg CO,, 1,127.mg H,O, 0,297 mg 
Fe,Q,. 

6,180 mg Substanz gaben 0,356 cem N (15°, 725 mm). 


C,,Hs,N,0;FeBr, 
Ber. C 46,68 %, | H 3,92 °, N 6,41 °/, Fe 6,89 °/, 
Gef. ., 46,36 > 3,78 ol » 6,48 
,, 46,49 » 4,11 ,» 6,78 
iad sale ” 6,51 ‘tes 
Kine zweite Bromierung wurde mit 4 Atomen Brom durch- 


gefiihrt: 

1 g Tetramethylhimatoporphyrin—Kisensalz (aus siedendem 
Methylalkohol und wenig konz. HCl umkrystallisiert) wird in 
20 ccm Chloroform gelést und mit 0,43 g Brom (= 4 Atome 
Brom) in 10 ccm Chloroform, wie oben bromiert. Zur Analyse 
wird das Bromprodukt aus Pyridin—Eisessig unter Zusatz einiger 
Tropfen 66°/,iger Bromwasserstoffsiure umkrystallisiert. 

5,625 mg Substanz gaben 9,655 mg CO,, 1,935 mg H,O, 0,519 mg 
Fe,Q.. 

3,183 mg Substanz gaben 0,196 cem N (20°, 719 mm). 


C,,H,,N,0,FeBr, 
Ber. C 46,68 %/, H 3,92 °/, N 6,41 %, Fe 6,39 °/, 
Gef. ,, 46,81 . 3,85 » 6,78 > 6,45 


Oxydation des gebromten Eisensalzes. 


0,5 g gebromtes Hisensalz wird in 30 ccm konz. Schwetel- 
siure gelést und sofort in 70 ccm Eiswasser gegossen. Nach 
dem Erkalten trigt man langsam eine konz. Lésung von 2 g 
Chromsiure ein. Nach einigen Tagen geht alles in Lésung. 
Man iithert S—10 mal aus, trennt die sauren Bestandteile durch 
dreimaliges Ausziehen mit 7°/,iger Sodalésung und dampft die 
basische Atherfraktion im Vakuum ein. Das auskrystallisierende 
Imid (0,09 g) wird nach Sublimation im Vakuum in langen 
breiten Nadeln vom Schmelzp. 178° (korr.) erhalten, die mit 
Bromcitrakonimid vom Schmelzp.178° keine Depression ergeben. 
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Enteisenung des gebromten Eisensalzes. 


2 ¢ gebromtes Hisensalz werden im Bombenrohr mit 50 ccm 
Bromwasserstofi—Hisessig 40 Stunden lang auf 80° erhitzt, vom 
Ungelésten abfiltriert (0,1 g). Das Filtrat wird mit Wasser 
verdiinnt und mit 33°/,iger NaOH gegen Kongopapier neutra- 
lisiert. Das abgeschiedene Porphyrin wird nach dem Filtrieren 
mit Wasser gewaschen und in einer Reibschale mit 200 ccm 
Wasser verrieben und dann mit einigen Tropfen konz. Am- 
moniak in Lésung gebracht. Aus der tiefroten Liésung fillt 
mit 33°/,iger Natronlauge ein schwer lésliches Na-Salz, das 
noch feucht durch Schiitteln auf der Maschine in 200 ccm 
Wasser gelést wird. Mit wenig Kisessig laBt sich das gesamte 
Porphyrin flockig ausfillen und kann nach dem Trocknen aus 
Pyridin—Kisessig in schénen Nadeln krystallisiert erhalten 
werden. Ausbeute: 0,4 g. 


3,495 mg Substanz gaben 6,905 mg CO,, 1,480 mg H,0. 


3,932 mg . » 0,280 cem N (22°, 718 mm). 
7,508 mg ™ » 4,084 mg AgRr. 
C;,H5.N,0;Br, 
Ber. © 53,93 °/o H 4,54 %, N 7,87 %/, Br 22,44, 
Gef. ,, 53,88 4,78 iy 1519 28,15 


Zur Veresterung des Porphyrins wird dessen getrocknetes 
Natriumsalz in Methylalkoholsalzsiure gelést. Nach mehr- 
stiindigem Stehen im Eisschrank wird mit Chloroform versetzt, 
mit viel Wasser entmischt und die Chloroformlésung mehrmals 
mit Wasser und Soda gewaschen. Nach dem Einengen auf 
dem Wasserbad krystallisiert auf Zusatz von wenig heibem 
Methylalkohol der Porphyrinester in diinnen glinzenden Blitt- 
chen aus. Schmelzp. 277° (korr.. Mit dem Ester des Brom- 
porphyrin | wird keine Depression erhalten. Ausbeute aus 
2g gebromtem Eisensalz: 0,6 g. 


4,876 mg Substanz gaben 9,755 mg CO,, 2,230 mg H,0. 
4,172 mg ‘. 5 0,293 cem N (20°, 722 mm). 


C,,H;,N,O,Br, Ber. C 5,12 %/5 H 4,90 °/, N 7,59 °/, 
Gef. ,, 54,57 » Bl 9 1,17 
































Uber Bromporphyrin I und Tetramethylhamatoporphyrin-Lisensalz. R23 


Enteisenung mit Jodwasserstoff—Eisessig. 


o g gebromtes Kisensalz werden im Schliffkolben mit 
Steigrohr mit 75 ccm Kisessig und 10 ccm Jodwasserstoff 
siure (1,96) so lange im Wasserbad erwiirmt, bis sich der 
groBte Teil des Eisensalzes gelist hat. Nun kocht man mit 
7,5 g rotem Phosphor 15 Minuten lang auf dem Sandbad, saugt 
siedend heiB durch ein gehirtetes Filter und wiischt den roten 
Phosphor mit wenig heiSem Eisessig aus. In das Filtrat 
werden 250 ccm Wasser gegossen und mit 33°/,iger Kalilauge 
abgestumpft, bis Kongopapier schmutzigschwarz gefarbt wird. 
Das abgeschiedene schwarzgefirbte Porphyrin wird mit Wasser 
gewaschen und in der bei der Enteisenung mit Bromwasser- 
stoff—Kisessig beschriebenen Weise iiber das Na-Salz in das 
freie krystallisierte Porphyrin iibergefihrt. Ausbeute: 1,5 g. 

3,795 mg Substanz gaben 7,480 mg CO,, 1,554 mg H,O. 


4,426 mg ” . 0,333 cem N (16,5°, 718 mm). 
3,646 mg " » 1,987 mg AgBr. 
C;,H3.N,0,Br, 
Ber. C 53,93 °%, H 4,54 /, N 7,87 °/, Br 22,44°, 
Gef. ,, 53,78 yy 4,55 » 8,38 23,20 


Der aus dem getrockneten Na-Salz dargestellte Porphyrin- 
ester schmilzt bei 276° (korr.) und gibt weder mit dem bei 
der Kisessig—Bromwasserstoffenteisenung erhaltenen Ester, noch 
mit Bromporphyrin I-Kster eine Depression. 

3,821 mg Substanz gaben 7,670 mg CO,, 1,640 mg H,O. 


3,982 mg “ » 0,274 cem N (20°, 724 mm). 
C,,H,,N,0,; Br, Ber. C 55,12 °%, H 4,90 °, N 7,59 °/, 
Gef. ,, 54,74 4,80 . 7,65 


Enteisenung mit konz. Schwefelsaure. 


1 g gebromtes Hisensalz wird in einer Reibschale mit 
20 ccm konz. Schwefelsiure tiichtig verricben. Das Kisensalz 
geht mit porphyrinroter Yarbe in Loésung unter Entweichen 
von Bromwasserstoff. Nach einstiindigem Stehen wird die 
Lésung auf Eis gegossen, wobei das Porphyrin ausfallt. Nach 
dem Trocknen wird es im Rohr mit Pyridin extrahiert und 


mit Kisessig krystallisiert (0,2 g) abgeschieden. Der daraus in 
6* 
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der tblichen Weise erhaltene Ester schmilzt bei 276° (korr. 
und gibt mit den oben beschriebenen Estern keine Depression. 
4,675 mg Substanz gaben 9,435 mg CO,, 2,050 mg H,0. 
8,545 mg a » 0,241 eem N (19°, 722 mm). 
C,,H,,N,0,Br, Ber. C 55,12°/, H 4,90 %, N 7,59 %, 
Gef. ,, 55,04 » 4,91 7 


Verseifung des Esters. 

0,1 g Ester wird im zugeschmolzenen Reagenzglas mit 
10 com Bromwasserstoff—Kisessig 12 Stunden lang auf 40° er- 
wirmt, dann mit Wasser verdiinnt und mit 33°/,iger NaOH 
versetzt, bis Kongopapier schmutzigschwarz gefarbt wird. Das 
getrocknete verseifte Porphyrin laBt sich aus Pyridin—Kisessig 
in stabchenformigen Krystallen erhalten. Zur spektroskopischen 
Messung wurde das bei der Enteisenung des gebromten Eisen- 
salzes mit Jodwasserstoff—Hisessig erhaltene Porphyrin ver- 
wendet. 

In 25°/,iger HCl: 

I. 601,5—596,5; Il. (577,2); TIL 560,8—549,0. 

599,0 554,9 
Mit Na-Acetat in Ather getrieben: 
I. 627,0—624,0; IL. (598,4); III. 588,4—575,4; IV. 572,0—367,5 ; 























625,5 579,4 569,7 
V. 535,8—526,0; VI. 509,0—485,6; E.-Abs. 437. 
530,9 497,38 


Reihenfolge der Intensitét: VI, V, I, IV, II, I. 


Kupfersalz des Esters. 

Der Ester wird in wenig Pyridin hei8 gelést und mit 
einer siedend heifen Lésung von Kupferacetat in Eisessig ver- 
setzt, wobei die Farbe der Lisung nach Blaurot umschligt. 
Beim Erkalten krystallisiert das Kupfersalz in langen Nadeln 
aus. Schmelzp. 283° (korr.). Zur Analvse wird es aus Pyridin— 
Kisessig umkrystallisiert. 


3,425 mg Substanz gaben 6,385 mg CO,, 1,375 mg H,O. 
1,468 mg » 0,099 cem N (19,5°, 723 mm), 
4,213 mg . » 1,924 mg AgBr. 
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(C;,H,4N,0, Br,)Cu 
Ber. C 50,89 °/, H 4,27 °/, N 6,99 °/, Br 19,94 °/, 


Gef. ., 50,85 4,49 7,48 , 19,43 


Eisensalz des Esters. 

0,1 g Ester werden in mit Kaliumbromid gesittigtem Kis- 
essig gelést und dann mit einer heiBen Lésung von Ferroacetat in 
Kisessig versetzt, bis die Farbe nach Braun umschligt. Das 
Kisenkomplexsalz krystallisiert beim Erkalten in Nadeln aus. 
Schmelzp. 295° (unkorr.). Gibt mit dem bei der Bromierung 
des Tetramethylhimatoporphyrin—Eisensalzes in Chloroform er- 
haltenen Koérper keine Depression. 

3,717 mg Substanz gaben 6,395 mg CO,, 1,370 mg H,O, 0,369 mg 
Ke,O,. 

3,033 mg Substanz gaben 0,187 cem N (15°, 712 inm). 
(C,,H,,N,0,Br,)FeBr 
Ber. C 46,68 °/, H 3,92 °/, N 6,41 %, Fe 6,39 °/, 

xef, ,, 46,92 5» 4,12 ys, ee ;; 6,94 

In Pyridin—Hydrazinhydrat zeigt sich folgendes Spektrum: 

I. 555,5—540,0; II. /528,0 — 501.2) . 


{ 
547,8 \514,6 








Oxydation des Esters. 

Q,2 ¢ Kster werden in 40 ccm 30°/,iger Schwelelsiure 
gelést und langsam mit einer konz. Lésung von 0,4 g Chrom- 
siure versetzt und in der iiblichen Weise aulgearbeitet. Die 
basische Atherfraktion hinterli8t beim Wegdampfen des Athers 
em Imid vom Schmelzp. 178° (korr.) in einer Ausbeute von 
0,05 g (Theorie fiir 1 Mol. Imid 0,05). Mit Bromcitrakonimid 
keine Depression. Die saure Atherfraktion hinterliBt beim 
Wegdampfen des Athers in groBen zu Drusen vereinigten 
Krystallen Himatinsiure vom Schmelzp. 114°. 


Bromierung von Tetramethylhamatoporphyrin. 

1 g Tetramethylhimatoporphyrin wird in 100 ccm Kis- 
essig gelést und mit einer Lésung von 20 ¢ Brom in 50 ccm 
Hisessig versetzt. Beim Stehen iiber Nacht krystallisiert ein 
Bromprodukt in prachtvoll glitzernden Krystallen vom Schmelz- 
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punkt 133° (korr.) aus. Der Kérper verliert beim Trocknen 
iiber Schwefelsiure und Atznatron etwa 33°/, seines Gewichtes. 
Ausbeute 0,7 g. 

4,703 mg Substanz gaben 6,110 mg CO,, 1,530 mg H,O. 

3,866 mg ES » 0,188 cem N (23°, 727 mm). 


4,045 mg - » 4,625 mg AgBr. 

C,,H3,N,0, Br,. 
Ber. C 35,76°/, H 3,27°/, N 4,91°/, Br 49,049, 
Gef. ,, 35,43 » 3,64 , 5,86 » 48,66 


Der Bromkorper lést sich spielend in Aceton unter Aut- 
treten von Bromaceton. Nach 2 Stunden wird die Lisung mit 
viel Wasser gefallt, abfiltriert und der Kérper nach dem 
Trocknen aus Pyridin—Kisessig umkrystallisiert. Schmelzp. 281°. 
0,3 g¢ Ausbeute. 


4,292 mg Substanz gaben 8,645 mg CO,, 1,880 mg H,0O. 


4,019 mg x » 0,300 cem N (22°, 727 mm). 
C.1,.0,0, Br. Ber. C 55,12, H 4,90°/, N 7,59°/, 
Gef. ,, 54,93 .» 4,90 » 8,26 


Stabilitatsprifung des Bromporphyrin I. 

0,1 g Porphyrin wird mit einer Lisung von 0,5 g KOH 
in 10 ccm Wasser 3 Stunden lang im Bombenrohr auf 140° 
erhitzt. Der aus dem Reaktionsprodukt erhaltene Ester 
schmilzt bei 270° (korr.) und gibt mit Bromporphyrin-I-Ester 
keine Depression. 

0,1 g Porphyrin wird mit Kaliummethylat (1 g Kalium + 
20 ccm absoluten Methylalkohol) im Bombenrohr 3 Stunden 
lang auf 180° erhitzt. Das Produkt zeigt nach dem Verestern 
einen Schmelzpunkt von 272° und gibt mit Bromporphyrin-I 
Kster keine Depression. 

0,2 ¢ Porphyrin werden mit 8 g Kisessigbromwasserstoft 
2 Stunden lang im Bombenrohr auf 180° erhitzt. Der iiber 
das Na-Salz erhaltene Ester schmilzt bei 272° (korr.). Keine 
Depression. 


Addition von Methylalkohol an Hamin. 
1g krystallisiertes Himin wird mit 100 ccm kalt ge- 
sittigtem Methylalkohol—Chlorwasserstoff 4 Tage lang auf der 
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Maschine geschiittelt. Dabei geht ein Teil des Himins in Lésung. 
Das Filtrat zeigt folgendes Himochromogenspektrum: 548,6. 

Der Riickstand 0,4 ¢: 561,2—545,1. 

553,1 

Beim Einengen des Filtrats scheiden sich aus diesem 
schwarze Massen ab, die aus heiBem Methylalkohol und konz. 
Salzsiure umkrystallisiert in himinartigen blauschwarzen Blatt- 
chen krystallisieren. Nach nochmaligem Umkrystallisieren aus 
heifem Methylalkohol und konz. Salzsiure bei 35° im Vakuum 
konstant getrocknet. Ausbeute: 0,2 g. 

4,468 mg Substanz gaben 9,985 mg CQ,, 2,320 mg H,O. 





4,455 mg ‘i se 0,297 eem N (21° 723 mm). 
7.747 mg ‘s » 0,833 mg Fe,Q,. 
C;,H,4,N,0, FeCl. 
Ber. C 61,80, H5,95%, N 7,53, Fe 751%, 
Gef. ,, 60,95 » 3,81 » 7,86 9 153 


0,4 g Riickstand der Methylalkoholanlagerung an Himin 
zum ‘Tetramethylhamatoporphyrin—Eisensalz werden auf der 
Maschine nochmals mit 100 ccm kalt gesattigtem Chlorwasser- 
stoff—Methylalkohol 4 Tage lang geschiittelt. Beim Abfiltrieren 
verbleiben 0,2 g ungeléster Riickstand. Das Filtrat wird im 
Vakuumexsiccator eingeengt, da in der Hitze auf dem Wasser- 
bad, wie eine Probe zeigte, infolge des hohen HCl-Gehaltes 
alsbald unter Bildung von Porphyrin Eisen abgespalten wird. 
Aus der eingeengten Lésung scheiden sich amorphe schwarze 
Massen ab, die sich in heiBem Methylalkohol glatt lésen und 
auf Zusatz von wenig konz. Salzsiure zu der heifen Lésung 
in einer Ausbeute von 0,05 g krystallisieren. In Pyridin— 
Hydrazinhydrat: 554,6—543,7. 

549,1 





Addition von Methylalkohol an Essigsaureanhydrid—Hamin. 
1 g Kssigsiureanhydrid—Hamin*) wird 24 Stunden lang mit 
50 com kalt gesittigter Methylalkohol-Salzsiure auf der 
Maschine geschiittelt. Das Filtrat gibt mit Pyridin—Hydrazin- 
hydrat: folgendes Himochromogenspektrum: 556,0—538,5 . 
547,2 





ee 


1) Seine Analysenergebnisse sind nur mit C,,H,.N,O,FeCl vereinbar. 
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Nach dem Einengen krystallisiert wie oben das Methyl- 
alkoholadditionsprodukt in diinnen Blattchen aus und wird 
ebenso wie oben zur Analyse umkrystallisiert. Ausbeute 0,15 g. 
Durch mehrmaliges Behandeln des Riickstandes mit CH,OH-HCl 
laBt sich die Ausbeute an Tetramethylhimatoporphyrineisensalz 
auf 0,6 g nichtumkrystallisiertes Produkt erhéhen. 

2,666 mg Substanz gaben 0,185 cem N (20°, 716 mm). 

C.,H,,N,O, FeCl Ber. N 7,53°/, Gef. N 7,61°). 


Versuche zur Methylalkoholaddition an Protoporphyrin. 


0,5 g Protoporphyrinester werden mit 30 ccm 38°/,igem 
Salzsiiuremethylalkohol 24 Stunden lang im Olbad am Riick- 
fluB erhitzt. Nach dieser Zeit wurde der Ester mit Na-Acetat 
gefallt, getrocknet und aus Chloroform—Methylalkohol umkry- 
stallisiert. Der auskrystallisierende Kérper zeigt den Schmelz- 
punkt 220° und gibt mit Protoporphyrinester keine Depression. 

0,5 g freies krystallisiertes Protoporphyrin wird mit 30 ccm 
gesiittigtem Salzsiure—Methylalkohol 8 Tage lang auf der 
Maschine geschiittelt und dann noch mehrere Stunden am 
Rickflu8 im Olbad erhitzt. Der in der iiblichen Weise er- 
haltene Ester krystallisiert in langen breiten Nadeln yom 
Schmelzp. 228° (korr.) und gibt mit Protoester keine Depression. 

0,5 g freies krystallisiertes Protoporphyrin werden mit 30 cem 
kalt gesittigtem Salzsiiure—Methylalkohol 24 Stunden lang am 
RiickfluB im Olbad erhitzt. Nach dieser Zeit war das Spek- 
trum nicht mehr einheitlich. 




















In Ather: 
[. 636,5—682,5 ... 629,7—622,5; II. 589,5—583,4 .. . 575,3—567,3; 
634,5 626,1 586,4 571,3 
ITT. 547,8—539,1 ... 533,0—524,3; IV. 516,2—4834; End-Absorpt. 448,3. 
5434 528,6 499,8 


Nach 40stiindigem Erhitzen ergab sich keine weitere Ver- 
‘inderung. Nach Kindampfen im Vakuum wird der Riickstand 
in 80°/,ige Schwefelsiure aufgenommen und mit 0,7 g Chrom- 
siure oxydiert. Nach der Aufarbeitung laBt sich in der basi- 
schen Atherfraktion keine Spur eines Imids nachweisen. 
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Reduktion von Tetramethylhimatoporphyrin—Eisensalz 
mit Bromwasserstoff—Eisessig. 

2g ‘Tetramethylhiimatoporphyrin—Eisensalz werden im 
Bombenrohr mit 36 ccm Kisessig—Bromwasserstofi (1,41) vier 
Stunden lang auf 180° erhitzt. Das entstandene Porphyrin 
wird mit Wasser und Kalilauge gefillt, abfiltriert, dann in 
Wasser suspendiert und mit wenig konz. Ammoniak geldst. 
Das Filtrat gibt mit wenig 33°/,iger NaOH ein schwer lés- 
liches Na-Salz, welches auf den Ester verarbeitet wird. Schmelz- 
punkt 204° (korr.). Zur Analyse wird der Ester nochmals aus 
Chloroform—Methylalkohol umkrystallisiert. Ausbeute 0,5 g mit 
Mesoporphyrinester keine Depression. 

3,677 mg Substanz gaben 0,315 ecm N (22°, 721 mm), 

Ci.HaN,O0, Ber. N 9,43°/, Gef. N 9,41°/. 


Oxydation des bei der Behandlung von Hamin 

mit Methylalkohol—Salzsaure entstehenden Porphyrins. 

Die Oxydation wird in der schon mehrfach beschriebenen 
Weise durchgefiihrt. Beim Kindunsten der imidhaltigen Ather- 
fraktion krystallisiert dieses in langen feinen Nadeln aus, 
welche nach Sublimieren im Vakuum den Schmelzpunkt von 
60° zeigen und mit methoxyliertem Imid aus Tetramethylhimato- 
porphyrin—Hisensalz keine Depression geben. Leider geniigte 
das Material nicht zur Analyse. 


Oxydation von Hamin mit Kaliumpermanganat. 

1g krystallisiertes Himin wird in Wasser suspendiert 
und durch Zusatz von etwa 1,5 Mol. Ammoniak gelést und 
auf der Maschine mit einer wiiBrigen Lésung von 1 g Kalium- 
permanganat geschiittelt. Nach einer Stunde zeigt sich in 
Pyridin-Hydrazinhydrat folgendes Hiimochromogenspektrum: 

Schwacher Vorschatten bei 561,06. 554,6—546,4. 

550,1 





Nach 24stiindigem Schiitteln: 
Verwaschener Streifen bei 580,9—572,1; schwacher Vorschatten bei 
276,5 
560,5; 550,8—547,3 ; verwaschener Streifen bei 524,2—517,8. 











549,0 5206 


3, 
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Dieselben Spektren erhalt man, wenn man unter gleichen 
Bedingungen 24 Stunden lang auf 40° erhitzt. 

In Pyridin—Hydrazinhydrat: 

(576,0) 561,0 ... 552,0—547,5; (526,5—516,2). 

549,7 521,4 

Man filtriert ab, auf dem Filter bleiben betrichtliche 
Mengen eines braunen Riickstandes, der sich in schwefliger 
Saure glatt lost. Das Filtrat wird mit einigen 'Tropfen EHisessig 
gefillt. Das getrocknete Material gibt in Pyridin—Hydrazinhydrat: 

555,2—546,0. 

550,8 

Kine Probe wird mit Kisessig—Hydrazinhydrat zur Ent- 
eisenung iiber Nacht stehen gelassen und zeigt dann in Kis- 
essig—Ather einen sehr undeutlichen Streifen bei 540, mit 
mehr Ather fillt das Produkt glatt aus. Die Pyridinlésung 
wird heiB mit Eisessig und einem Tropfen Salzsiure versetzt; 
es liBt sich jedoch kein krystallisierter Kérper erhalten. 








Protoporphyrin mit Kaliumpermanganat. 

0,1 g krystallisiertes Protoporphyrin wird wie beim Hamin 
beschrieben, mit 0,1 g Kaliumpermanganat 2 Stunden lang 
geschiittelt. Es scheidet sich ein dunkelbrauner Niederschlag 
ab, von dem abgesaugt wird. Dieser lést sich vollstindig in 
schwefliger Siiure. Das Filtrat zeigt in Pyridin verdiinnt 
folgendes Spektrum: 

Verwaschener Streifen: 650,0—642,0; 627,6—622,3 . 

646,0 624,9 
In eisessighaltigem Ather: 649,5—641,7; 629,7—622,5 . 
645,6 626,1 

Wird der Ather mit Wasser vom Kisessig zum gréBten 
Teil befreit, so flockt das Porphyrin aus. Krystallisation war 
nicht zu erkennen. Auch konnte kein schwer lisliches Na- 
Salz und kein krystallisiertes Chlorhydrat erhalten werden. 

Mit wenig Hisessig faillt aus dem schwach ammoniakali- 
schen Filtrat ein dunkelbrauner Niederschlag aus, der sich 
mit brauner Farbe in n/10-KOH lost; mit einer Proto- 
porphyrinlésung in n/10-KOH  spektroskopisch verglichen, 
zeigen sich beide Spektren vollkommen verschieden. 



































Uber eine neue Base aus dem Rindermuskel 
und deren Konstitution. 


Yon 
Wilhelm Linneweh. 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg. 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Januar 1928.) 


Die vorliegende Untersuchung wurde urspriinglich in der 
Krwartung unternommen, die als y-Butyrobetain bezeichnete 
Base auch im Séugetiermuskel zu finden. Diese Verbindung 
wurde ja in letzter Zeit hiufiger in Extrakten verschiedener 
Tiere nachgewiesen. D, Ackermann, F. Holtz und H. Rein- 
wein fanden sie in der Aktinie!*), W. Keil, W. Linneweh 
und K. Poller im Schlangenmuskel (Python)*) und F. A. Hoppe- 
Seyler und Werner Schmidt im FluBaal (Anguilla vulgaris).*} 
Schon in friherer Zeit war die gleiche Base mehrfach im 
Harn nachgewiesen worden und zwar zunachst im Kutscher- 
schen Laboratorium von Takeda*) bei Phosphorvergiftung, dann 
von R. Engeland nach Verfiitterung von Carnitin®) und 
schlieBlich von H. Reinwein und Fr. Thielmann’) bei perni- 
ciéser Andimie. 

Nach alledem lag es nahe, den Kérper auch im Siuge- 
tiermuskel zu suchen. Dieses erschien um so aussichtsreicher, 
als bereits Kutscher®’) bei seinen bekannten Untersuchungen 
des Liebigschen Fleischextraktes Goldsalze fand, deren Gold- 
werte fiir Carnitin zu hoch waren, so daB es zur Aufstellung 
einer von der des Carnitins*) abweichenden Formel kam. 

Meine Erwartungen wurden nur zum Teil erfiillt, insofern 
als ich zwar bei meiner Aufarbeitung von Liebigs Fleisch- 
extrakt y-Butyrobetain nicht fand, statt dessen aber eine bisher 
unbekannte Base, deren Konstitution sich ermitteln lief. Sie 
steht chemisch und wohl sicher auch biologisch dem y-Butyro- 
betain nahe und unterscheidet sich von diesem nur durch das 


Fehlen von zwei Wasserstoffatomen. 
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Die Base wurde als Goldsalz in geringer Menge neben 
groben Mengen von Carnitingold isoliert, von dem sie sich nur 
unter ziemlich groBen Schwierigkeiten trennen lieB. Die 
Analyse des reinen Goldsalzes und Chlorids fithrten zur Auf- 
stellung der Formel C,H,,NO,. Zur Annahme einer Doppel- 
bindung veranlaBte mich die Beobachtung, dab Kalium- 
permanganat in der Kilte schnell entfarbt wurde. Drei Methy]l- 
gruppen am Stickstoff heBen sich mit Hilfe der Mikromethode 
von Pregl-Edlbacher nachweisen. Eine Carboxylgruppe wurde 
iestgelegt durch Veresterung und Analyse des Esterplatinates. 

Auf Grund dieser Befunde stellte ich die Formel 1%) auf: 


/ 





CH, . CHs\ 
CH,—N-CH,-CH=CH-CO , 7 CH,—N-CH=CH-CH,-CO 
CH,” | | CH,” | 

Risaciccaaiellliiciacastices Lscsoeerasanillltsncncacslae 
4-Dimethylamino-buten (2, 3)- 4-Dimethylamino-buten (3, 4)- 
siiure (1)-methylbetain., siiure (1)-methylbetain. 


‘Tatsiichlich gelang es denn auch ohne weiteres, durch 
Hydrierung mit Palladiumtierkohle und Wasserstoff 7-Butyro- 
betain zu erhalten. 

Ich nenne den Korper (L) der Einfachheit halber vorlaiutig 
Crotonbetain, unter der Voraussetzung, daB sich die obige 
Stellung der Doppelbindung (4 2,3) als richtig erweisen wird. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung. 


Die Aufarbeitung geschah im wesentlichen nach der be- 
wiihrten Methode, deren sich F. Kutscher’) bediente. Die 


) Diese Formel wird von M. Guggenheim in seiner bekannten 
Monographie ,,Die biogenen Amine“ (2, Aufl., S.111) als die des Kutscher- 
schen Reductonovains'’) angegeben, so daB man daran denken kénnte, 
das Reductonovain sei identisch mit dem Crotonbetain. Die bei 
Guggenheim angenommene Formel entspricht aber nicht der seiner- 
zeit geiiuferten Auffassung Kutschers und 1libt sich auch mit den 
von ihm gefundenen Analysenwerten nicht in Einklang bringen: 

Reductonovain: C,H,,NOAuCl, (42,1°/, Au; Schmelzp, 155—180°), 
Crotonbetain: C,H,,NO,AuCl, (40,8°/, Au; Schmelzp. 215—217%. 

Das neu gefundene Crotonbetain ist also jedenfalls nicht identisch 

mit der von Kutscher als Reductonovain beschriebenen Base. 


| 
| 
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Reinigung mit Tannin modifizierte ich etwas, indem ich bei 
kongosaurer Reaktion fallte und auf die Beseitigung des iiber- 
schiissigen Tannins aus dem Filtrat mit Bariumhydroxyd und 
Bleioxyd verzichtete. Die Darstellung erfolgte zuerst aus 900g 
Liebigs Fleischextrakt und ein zweites Mal auf gleiche Weise 
aus 2700 g zur Gewinnung gréBerer Mengen. Der Fleisch- 
extrakt wurde mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt und 
mit Schwefelsiure deutlich kongosauer gemacht. Ich fiigte 
dann solange eine konzentrierte Lésung von Gerbsiure hinzu, 
bis kein wesentlicher Niederschlag mehr entstand. Von der 
zahen, am Boden haftenden Abscheidung wurde abgegossen 
und die Flissigkeit mit Phosphorwolframsiure gefallt. Dic 
in dem Niederschlag gewonnenen Basenphosphorwolframate 
verwandelte ich in bekannter Weise in eine Purinbasen-. 
Histidin + Arginin- und eine Lysinfraktion und wandte meine 
Aufmerksamkeit ausschlieBlich der Lysinfraktion zu. 

Die Phosphorwolframsaurefiallung der Lysinfraktion wurde 
mit Hilfe von 5°/,iger Schwefelsiiure sorgfaltig salpetersiure- 
frei gewaschen. Die aus der Fallung gewonnene Liésung der 
Carbonate schied nach dem Eindampfen Kaliumcarbonat und 
Kreatin ab, die sich mit Hilfe von etwas Methylalkohol ab- 
trennen lieBen. Ich fallte dann die methylalkoholische Lésung 
der Basen mit alkoholischer Quecksilberchloridlésung und ge- 
wann aus dem Niederschlag einen Sirup von Chloriden. Das 
aus diesem sich noch abscheidende Kaliumchlorid wurde mit 
Methylalkohol abgetrennt. Aus der methylalkoholischen Lésung 
wurden die Basen mit 15°/,iger alkoholischer Platinchlorid- 
lésung ausgefillt. Der abgesaugte und mit Methylalkohol ge- 
waschene Platinniederschlag wurde mit heiBem Wasser aut- 
geschwemmt, vom schwerléslichen Kaliumplatinat befreit und 
in die Chloride verwandelt. Darauf fallte ich bei Gegenwart 
von Salzsiure mit 30°/,iger Goldchloridchlorwasserstofisiure. 
Der so erhaltene Niederschlag bestand in seiner Hauptmenge 
aus Carnitingold; daneben fand sich aufBer dem Neosin 
Kutschers und anderen Basen in viel geringerer Menge das 
Chloraurat des Crotonbetains. 

Withrend das Carnitingold auch bei schnellem Auskrystalli- 
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sieren in groBben, wohlausgebildeten, orangefarbenen Prismen 
erscheint, scheiden sich die etwas schwerer lislichen Chlor- 
aurate des Crotonbetains und Neosins als feinkérniges, hell- 
gelbes Krystallpulver ab. Dieses hat die Neigung, an der 
Oberfliche der Fliissigkeit ein Hiutchen zu bilden und beim 
AusgieBen an der Glaswand zu haften. Das feine Krystall- 
pulver lieB sich von den groben, spezifisch schweren Krystallen 
des Carnitinchloraurates mechanisch durch sehr hiutiges Auf- 
schwemmen und AbgieBen trennen. Die gesammelten Nieder- 
schlige, die trotzdem noch sehr viel Carnitingold enthielten, 
wurden so oft umkrystallisiert, bis nur noch das reine Chlor- 
aurat des Crotonbetains vorlag, das durch weiteres Umkrystalli- 
sieren seinen Goldwert nicht mehr ainderte. Der Schmelzpunkt 
stieg schieBlich auf 215—217° (korr.). Bei der Verbrennung 
des Goldsalzes entsteht intensiver Trimethylamingeruch. 


8,805 mg Substanz gaben 1,555 mg Au. 


5,825 mg ~ » 2,370 mg Au. 

3,600 mg ‘ » 1,470 mg Au. 

8,790 mg is » 5,586 mg CO, und 2,433 mg H,O. 
7,381 mg " »  4,800mg CO, ,, 2,134 mg H,O. 
15,590 mg - 5  0,4096 eem N (19° und 747 mm). 
16,090 mg ™ 5 21,900 mg AgJ (Pregl-Edlbacher). 


C,H,,NO,-AuCl, 
Ber. Au 40,81°/, C 17,89%, H 2,92% N 2,90°, (N-)CH, 9,33 9%, 


Gef. ,, 40,87 17,33 » &22 » 8,02 8,70 
» 37 40,69 17,74 . 8,24 = ts 
» 40,83 a ~ asi eth 


Der gefundene Methylwert von 8,70°/, beweist das Vorhandensein 
von 3 Methylgruppen am Stickstoff, da 2 Methylgruppen nur 
6,2 °/, CH, verlangen wiirden. 

Aus den analysenreinen Goldsalz wurde das Chlorid her- 
gestellt. Es lieB sich aus alkoholischer Lisung mit Ather in 
Form eines weiBen, hygroskopischen Pulvers ausfillen. 


4,210 mg Substanz gaben 3,435 mg AgCl. 


6525mge 0,457 eem N (23,5°, 750 mm). 
C,H,,NO,Cl Ber. N 7,80 °, Cl 19,75 °/, 
Gef. ,, 7,95 » 20,18 


Die Liésung des Chlorides war optisch inaktiv. Die 
Ausbeute war bis zur voélligen Reinigung mit grofen Verlusten 





Uber eine neue Base aus dem Kindermuskel u. deren Konstitution. 95 


verbunden und betrug 150 mg Chloraurat aus 1 kg Fleisch- 
extrakt. ‘Tatsiichlich wird der Gehalt wesentlich gréfer sein. 

Nachdem so die Bruttoformel und das Vorhandensein 
eines 'Trimethylaminkernes nachgewiesen war, wurde eine 
Carboxylgruppe durch Veresterung festgestellt. 

Veresterung. Zu diesem Zweck leitete ich in eine athyl- 
alkoholische Lésung des Chlorides bis zur Sittigung trockenes 
Chlorwasserstoffgas ein und fallte mit alkoholischer Platin- 
chloridlésung. Der Niederschlag wurde nach dem Absaugen 
und Waschen mit Alkohol aus méglichst wenig Wasser mit 
Alkohol umgefillt und bestand aus dem analysenreinen Chloro- 
platinat des Athylesters. Schmelzp. 223—225° Zers. u. 
Aufsch. 


3,850 mg Substanz gaben 0,995 mg Pt. 


9,715 mg eg » 5,115 mg AgJ (Athoxylbestimmung nach 
Herzig-Meyer-Preg]). 
C,,H;,N,0,PtCl,. Ber. Pt 25,95 °%, (O-) C,H, 7,72 °/, 
Gef. ,, 25,84 | » 6,51 


Die Lésung des Chlorides entfairbte deutlich Kalium- 
permanganatlésung in der Kalte, so daB eine Doppelbindung 
vorhanden sein mubBte. 

Hydrierung. Wenn sich wirklich die von mir gefundene 
Substanz nur durch das Fehlen von 2 Wasserstoffatomen vom 
y-Butyrobetain unterschied, muBte es méglich sein, sie durch 
Hydrierung in y-Butyrobetain iiberzufiihren. Dies gelang in 
der Tat, als ich eine Lésung des Chlorides einige Minuten 
mit Palladiumtierkohle in Wasserstoffatmosphire bei Zimmer- 
temperatur schiittelte. Das Filtrat der Tierkohle gab nach 
dem Kinengen keine Spur der Permanganatreaktion und lieB 
sich in das typische Goldsalz des y-Butyrobetains (y-Di- 
methylamino-n-Buttersiiure-methylbetain) iiberfiihren. Dieses 
erschien charakteristischerweise in wohlausgebildeten, schon 
makroskopisch gut erkennbaren Krystallen. Demgegeniiber 
bildet ja das Goldsalz der nicht hydrierten Base ein feines, 
nur mikroskopisch als krystallin erkennbares Pulver. Der 
Schmelzpunkt war durch die Hydrierung auf 181—183° ge- 
sunken, und dieser ist, wie wir oft am y-Butyrobetaingold 
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verschiedenster Herkunft (auch an synthetischem) beobachteten, 
fiir dieses besonders charakteristisch. 

Hs steht also fest: 

Die Bruttoformel C,H,,NO,. 
Optische Inaktivitit. 

Ein Trimethylaminkern. 

Kine Carboxylgruppe. 

Kine Doppelbindung. 

. Hydrierung zu y-Butyrobetain. 

Der letzte Punkt schlieBt eine Formel mit verzweigter 
Kette aus, und es bleibt nur noch zu entscheiden zwischen 
dem Methylbetain der y-Dimethylamino-crotonsiure (I) und dem 
der y-Dimethylamino-vinylessigsiure (II). Die leichte Hydrier- > 
barkeit spricht mehr fiir Formel I. 

Auf die naheliegenden biologischen Beziehungen der neuen 
Base zum y-Butyrobetain einerseits und zum Carnitin anderer- 
seits werde ich spiater eingehen. 

Mit der Synthese bin ich beschiftigt. 


al all ae 


> oe 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft bin ich | 
fiir Unterstiitzung der Arbeit dankbar. | 
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Uber ein neues Kreislaufhormon. 
Il. Mitteilung.’) 


Von 


Ht. Kraut, E. K. Frey und E. Bauer. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der bayer. Akademie der Wissenschaften in Minchen 
(K, u, B.) und aus der chirurgischen Universititsklinik der Charité in Berlin (F.). 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Januar 1925.) 


Zu den bekannten Wirkungen, welche Bestandteile des 
Harns nach ihrer Einspritzung in die Blutbahn auf den Or- 
ganismus ausiiben, haben wir eine neue, die Anregung der 
Herztatigkeit, aufgefunden und auf die Gegenwart eines be- 
stimmten Stoffes zuriickgefiihrt. Diese Herzwirkung besteht 
in einer bedeutenden VergréBerung der Amplitude, die meist 
mit einer Beschleunigung des Rhythmus verbunden ist. Durch 
verschiedene Methoden, unter denen sich die Fallung mit 
Uranylacetat und darauf folgende Tonerdeadsorption am besten 
bewdhrten, konnten wir die wirksame Substanz soweit an- 
reichern, da 0,5 mg, einem Hund mittlerer GréBe intravenés 
injiziert, eine starke und minutenlang anhaltende VergréBerung 
der Pulsamplitude auslésten, die wir als Ma des neuen 
Stoffes verwenden. Durch Vergleich mit der Wirkung von 
0,5 mg eines solchen, als Standard aufbewahrten Priiparates 
(Priparat B der ersten Mitteilung) ermitteln wir die in anderen 
Priparaten vorhandenen Mengen. Wir bezeichnen als eine 
Standardeinheit (1 St.-E.) diejenige Menge unseres Stoffs, die 
nach intravenéser Einspritzung dieselbe maximale Steigerung 





1) |. Mitteilung: E. K. Frey und H. Kraut, Uber einen von der 
Niere ausgeschiedenen, die Herztitigkeit anregenden Stoff. Diese Zs. 
Bd. 157, S. 82 (1926). 
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der Pulsamplitude bewirkt, wie 0,5 mg des Standardpraparats. 
Da die im Harn ausgeschiedenen Mengen des die Amplitude 
vergréBernden Stoffes ziemlich konstant sind, liBt sich diese 
Einheit auch unabhingig von unserem Standardpriparat de- 
finieren. Sie entspricht der Wirkung von 5 ccm durch Perga- 
ment dialysiertem, normalem menschlichen Harn auf die Plus- 
amplitude, vorausgesetzt, da diese 5 ccm einer Menge von 
mindestens 50 Liter frischem, normalem Harn entnommen sind. 
Zur Entscheidung, ob dieser Stoff ein von der Niere aus- 
geschiedenes Abfallprodukt sei, oder ob er vor seiner Aus- 
scheidung regulierende Funktionen auf den Blutkreislauf aus- 
geiibt habe, versuchten wir, mit den bei der Isolierung aus 
dem Harn bewiihrten Methoden, denselben Stoff auch aus dem 
Blut zu gewinnen. Ks gelang, aus 60—80 ccm Blut etwa 
140 mg eines Praparates zu erhalten, das in der Wirkung auf 
das Herz einer St.-K. entsprach. Aber die groBe Menge der 
Begleitstoffe gestattete noch keine Aussage iiber die Identitit 
der aus Blut und aus Harn gewonnenen Substanzen. 
Inzwischen hat die physiologische Priifung der Wirkung 
des neuen Stoffes auf Organdurchblutung und den gesamten 
Kreislauf, iiber die wir gleichzeitig berichten’), ein wichtiges 
Ergebnis gebracht. Vermischt man aus dem Harn gewonnene 
Praparate mit Serum, so verschwindet im Laufe von Minuten 
oder Stunden die Wirkung auf den Kreislauf. Wir haben 
versucht, diese Eigenschaft des Serums na&her kennen zu 
lernen. Sie geht durch Kochen verloren, ebenso durch Zusatz 
von Alkohol oder durch Filtrieren mit Kieselgur, vor allem 
aber durch gelindes Ansiuern, sogar schon durch Neutrali- 
sieren des alkalischen Serums. Wenn man Serum durch Per- 
gament gegen wenig Wasser dialysiert, so kann man 6fters 
auch mit der Au8enfliissigkeit die Wirkung des Kreislauf- ' 
stoffes aufheben. Fiir diese Erscheinung ist daher ein ganz 
bestimmter Stoff des Serums verantwortlich zu machen. Der 
Kreislaufstoff wird aber durch ihn nicht zerstért, sondern nur in 


ee | 








) kK. K. Frey u. H. Kraut, Ein neues Kreislaufhormon und seine 
Wirkung (II. Mitteilung) Arch. f. experim. Path. u. Pharm. im Druck. 
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eine inaktive Verbindung iibergefiihrt, aus der er wieder in 
aktiver Form gewonnen werden kann. Auch nach Aufhebung 
der Kreislaufwirkung unserer Praparate mit Serum kann man 
nimlich die inaktivierende Verbindung, im folgenden kurz In- 
aktivator genannt, zerstéren und so die urspriingliche Wirkung 
wieder hervorrufen. 

Nach diesen Befunden ist damit zu rechnen, daB im 
Blut der Kreislaufstoff in inaktivierter Form anwesend ist und 
sich dadurch dem Nachweis entzieht. Da der Inaktivator 
auch in den mit Uranylacetat aus Blut entstehenden Nieder- 
schlag iibergehen kann, so vermag er eine Wirkung auf das 
Herz — unseren MaBstab fiir das Vorhandensein des Kreis- 
laufstoffes — zu verhindern oder abzuschwichen. Man kann 
zwar versuchen, durch Behandlung mit Siuren eine im Blut 
vorhandene inaktive Verbindung direkt zur Wirkung zu bringen; 
das scheitert aber meist an den Verinderungen, die durch 
Saure in defibriniertem Blut oder Serum hervorgerufen werden, 
und schon an den groBen KiweiBmengen, die zugleich mit 
dem durch Siéiure in Freiheit gesetzten Kreislaufstoff injiziert 





werden. 
Zum Nachweis im Blut haben wir daher eine Methode ; 
gesucht, die den GroBteil der Eiweifkérper aus dem Blute 





entfernt. EiweiBfaillungen sind dafiir ungeeignet, da sie die 
wirksame Substanz adsorbieren und so ihre Trennung vom 
Kiwei8 verhindern. Es gelingt aber, durch Verdauung mit 
dem proteolytischen Pflanzenenzym Papain bei schwach saurer 
Reaktion, unter gleichzeitiger Dialyse durch Pergamentpapier, 
etwa °/, der Trockensubstanz des defibrinierten Blutes zu ent- 
fernen. Die Einwirkung der Siure zerlegt die inaktive Ver- 
bindung durch Zerstérung des Inaktivators, wihrend das Per- 
' gament den wirksamen Stoff zuriickhilt, die niederen EiweiB- 
spaltprodukte aber durchlibt. So gewonnene Liésungen iiben 
eine tiberraschend starke, und mit der des Harns vdllig iiber- 
einstimmende Wirkung auf Herz und Kreislauf aus. 10—12, 
ja gelegentlich 2 ccm Blut enthalten eine Kinheit unseres Stoffes, 
| Ohne daB die Reinigung dieser Blutpriparate bis zur 
selben Reinheit durchgefiihrt ist, wie die der Priparate aus 


7% 


a 


100 H. Kraut, E. K. Frey und E. Bauer, 


Harn, liBt sich durch das chemische und biologische Verhalten 
ihre Identitit beweisen. Beide Substanzen werden durch Kochen 
zerstort, durch Serum aber inaktiviert, und zwar so, da’ durch 
Saiurezusatz wieder wirksame Lisungen erhalten werden kénnen. 
Dieses Verhalten unterscheidet sie vom Histamin, dessen phar- 
makologische Wirkung sonst weitgehend mit der unserer Prii- 
parate iibereinstimmt. Neben den chemischen Unterscheidungs- 
merkmalen, die wir in unserer I. Mitteilung zusammengestellt 
haben, erlauben zwei pharmakologische Reaktionen eine scharfe 
Abgrenzung beider Substanzen. Das Volumen der Leber wird 
durch die intravenése Einspritzung von Histamin vermehrt, 
durch nnsere aus Harn und Blut hergestellten Priparate ver- 
raindert; der Carotisdruck eines Kaninchens wird durch Histamin 
gesteigert, durch unseren Stoff gesenkt. 

Um den im Blut gefundenen Stoff als ein Hormon zu | 
charakterisieren, ist es schlieBlich notwendig, nachzuweisen, 
daB er auch in aktiver Form und in wechselnden Mengen im 
Blut vorhanden ist. Unter zahlreichen Proben von unver- 
‘indertem Serum fanden wir in der Tat zwei, die eine schwache, 
aber typische Wirkung auf das Herz ausiibten. Die Menge 
des wirksamen Stoffes, die wir durch Verdauung und Dialyse 
im Blut nachweisen kénnen, ist so groBen Schwankungen unter- 
worfen, daB sie durch die Ungenauigkeit dieser Bestimmungs- 
methode allein nicht erklart werden kénnen. Dem _ besten 
unserer Priparate, bei dem wir aus 1,6 ccm Pferdeblut ein 
St.-E. erhielten, stehen Praparate mit einer Standardwirkung 
von 4 ccm Menschenblut, 6—12 ccm Hundeblut und sogar 
vollig unwirksame gegeniiber. 

Der im Blut vorhandene und von der Niere ausgeschie- 
dene Stoff ist also ein Kreislaufhormon, einer der Stoffe, 
durch deren wechselnde Mengen der Kérper den Umlauf des 
Blutes und die Herztitigkeit reguliert. Der Organismus be- 
sitzt aber gerade fiir diesen Stoff einen doppelten Mechanis- 
mus der Regulierung, denn auch die jeweils im Blut vorhan- 
denen Mengen des Inaktivators sind groBen Schwankungen 
unterworfen. Wir konnten in manchen Seren keine Inakti- 
vierungsfihigkeit feststellen, von anderen waren zur Inaktivie- 
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rung einer St.-EK. zwischen 1 und 5 ccm nétig. Am wirksam- 
sten erwiesen sich wieder Sera aus Pferdeblut. Ihre Inakti- 
vierungsfahigkeit war mehrmals so grob, daB 0,1 ccm zur 
Aufhebung der Wirkung von 1 St.-E. ausreichten. 

Um Priaparate des Hormons aus Blut herzustellen, ver- 
wendet man besser defibriniertes Blut als Serum, da mit den 
roten Blutkérperchen ein groBer Teil der Wirkung verloren 
gehen wiirde. Durch die Verdauung mit Papain und Dialyse 
erhalt man daraus nur sehr unreine Priparate. 1 St-K. ist 
immer noch an 120 mg Trockensubstanz gebunden, im rohen 
Harn an nur 60—100 mg. Wahrend aber die Begleitstoffe im 
Harn ohne Einflu8 sind, beeintrichtigen die Begleitstoffe des 
Blutes in starkem MaBe die Hormonwirkung. Wenn man aus 
den verdauten und dialysierten Blutlésungen eine Uranylacetat- 
fillung und Elution herstellt, so betrigt die Ausbeute stets 
mehr als 100 und bis zu 180°/, an wirksamem Hormon, 
wahrend man bei der Uranylacetatfaillung aus Harn nur Aus- 
beuten von 60--80°/, erhalt. Es ist nicht anzunehmen, da’ 
diese Vermehrung der Wirksamkeit auf erneuter Zerstérung 
noch vorhandenen Inaktivators beruht, da er durch das p,, 
des Verdauungsansatzes lingst vollkommen zerstért sein mub. 
Wabrscheinlicher ist, daB in den durch Verdauung gewonnenen 
Lésungen die Reaktionsfiihigkeit der Versuchstiere durch die 
starke Giftwirkung der Abbauprodukte herabgesetzt ist. Nach 
der Fillung des Hormons aus verdautem Blut mit Uranylacetat 
und Elution aus dem Niederschlag durch Diammonphosphat 
entspricht 1 St.-E. noch 14 mg Trockengewicht, wihrend die 
durch Uranylacetatfallung aus Harn gewonnenen Lésungen auf 
1 St.-E. 2—3 mg Trockensubstanz enthalten. Die Priparate 
aus Blut sind nur 6mal unreiner. Sie iiben immer noch erkenn- 
bare Giftwirkung auf die Versuchstiere aus, die danach auf Kin- 
spritzungen von Standardpriparat nicht mehr gleichmiBig rea- 
gieren. Fiir die Bestimmung der im Blut vorhandenen Hor- 
monmengen ist die Beeintrichtigung der Wirkung durch Be- 
gleitstoffe ein starkes Hindernis. Wir vergleichen vorliufig 
die Wirkungen der verdauten und dialysierten Lésungen, ohne 
zu wissen, ob diese Beeintriichtigung der Wirkung immer den- 
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selben Umfang besitzt. Weitere Versuche zur Reinigung der 
Blutpriparate sind im Gang. 

Durch andere Arbeiten sind wir bestrebt, den Ort der 
Herkunft des Hormons zu ermitteln. Wir glauben ibr Er- 
gebnis abwarten zu sollen, bevor wir eine Entscheidung iiber 
die Benennung des Hormons treffen. Die Herstellung von 
Hormonpraparaten aus Blut gestattet aber die Lésung der bei 
der Abfassung unserer I. Mitteilung noch schwebenden Frage, 
ob die Vermehrung der Herztitigkeit und die Blutdruck- 
senkung durch einen oder durch mehrere Stoffe hervorgerufen 
werden. Alle Praparate aus Harn, auch die reinsten von uns 
gemeinsam mit F. Schultz dargestellten’), in denen 1 St-E. 
nur noch an 0,1 mg Substanz gebunden ist, zeigen stets die 
beiden Wirkungen. Dasselbe ist nun auch bei den Blut- 
priparaten der Fall, sowohl nach der Verdauung, wie nach 
der Uranylacetatfallung. Wenn Priparate so verschiedener 
Herkunft und verschiedener Darstellung die beiden Eigen- 
schaften auch in quantitativ ziemlich tibereinstimmender Weise 
besitzen, ist kein Zweifel mehr méglich, daB Herzerregung und 
Blutdrucksenkung demselben Stoff zuzuschreiben sind, trotz 
der Angabe von J. E. Abelous und E. Bardier?), daB der 
von ihnen in einer blutdrucksenkenden Fraktion des Harns 
festgestellte und Urohypotensin genannte Stoff keine Wirkung 
auf das Herz ausiibe. Doch ist dieser Stoff nicht, wie sie 
vermuten, das Urimiegift, sondern im Gegenteil ein wichtiges 
Hilfsmittel zur Regulierung von Kérperfunktionen. Seit seiner 
Auffindung im Blut erscheint das Vorkommen im Harn nicht 
mehr als sein wesentlichstes Merkmal, auch nicht die Blut- 
drucksenkung als solche. Das Wesen dieser Hormonwirkung °) 
besteht in der die Blutdrucksenkung veranlassenden eigen- 
artigen Verteilung des Blutes. Die Gefii®e von Lunge, Gehirn, 
Muskeln und Haut werden erweitert, diese Organe vermebhrt 
durchblutet. Trotz der dadurch hervorgerufenen Blutdruck- 
senkung flieBt aber nicht weniger Blut durch die Aorta, denn 


1) Vgl. Dissertation Schultz, Miinchen 1928, 
*) Vgl. unsere 1. Mitteilung. 
*) Vgl. unsere LI], Mitteilung. 
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dasselbe Hormon veranlaBt das Herz zur Vermehrung seiner 
Schlagzahl und zur VergréBerung der Pulsamplitude. Die 
ausgeworfene Blutmenge wird nach kurzem Abfall wieder nor- 
mal, sogar oft vermehrt. 


Experimenteller Teil. 


I. Der Inaktivator des Kreislaufhormons. 


Von der damals noch nicht bewiesenen Annahme aus- 
gehend, daB der die Herztiatigkeit anregende Stoff ein von der 
Niere ausgeschiedenes Hormon sei, glaubten wir in dem ersten 
nach 24stiindiger reflektorischer Anurie ausgeschiedenen Harn 
eines Patienten besonders groBe Mengen des Hormons erwarten 
zu miissen. Als stark wirksam erwies sich aber erst die dritte 
Ausscheidung dieses Kranken; von da ab sank die Wirksam- 
keit des Harns allmahlich zur Norm ab. Da die beiden ersten 
blutigen Harne fast unwirksam waren, setzten wir auch dem 
dritten Harn Blut zu und verringerten dadurch bedeutend 
seine Wirksamkeit auf das Herz. Der geringe Hormongehalt 
der beiden ersten Harne konnte also durch ihren Blutgehalt 
vorgetauscht sein. 

Um diese Eigenschaft des Blutes naher zu untersuchen, 
erwies es sich als zweckmaBig, Serum statt Blut auf die aus 
Harn gewonnenen Hormonpraparate einwirken zu lassen. Die 
Einspritzung von Blut, auch von arteigenem, das einige Zeit 
aus dem K6rper entfernt ist, iibt starke Giftwirkung auf die 
Versuchstiere aus, so dab ihre Reaktionsfahigkeit schon nach 
einer, sicher nach wenigen Einspritzungen nicht mehr zur 
Mengenbestimmung des Hormons ausreicht. Auch Serum ist 
nicht ohne EinfluB; wenn man aber zwischen zwei aufein- 
anderfolgenden Einspritzungen mindestens 3/, Stunde ver- 
streichen ]4Bt, so kann man nach der in unserer I. Mitteilung 
beschriebenen Methode durch Beobachtung der von den Ein- 
spritzungen hervorgerufenen maximalen Amplitude Mengen- 
bestimmungen des Hormons an Hunden mit hinreichender 
Genauigkeit ausfiihren. 

Vermischt man 10 St.-E., gelést in 10 com, mit 5 ccm 
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Serum und spritzt in Abstaénden von '/, Stunde 3 ccm, also 
die Menge von 2 St.-E., einem Hund in die Vene des Hinter- 
beins, so beobachtet man eine allmihliche Abnahme der 
Wirksamkeit auf das Herz, meist bis zu volligem Verschwinden. 
Die Inaktivierung ist also eine Zeitreaktion. Verschiedene 
Seren wirken verschieden stark inaktivierend, Serum vom 
Pferd meist besser als Seren von Mensch, Hund und Schwein. 
Aber auch stark wirksame Seren brauchen zu vollstindiger 
Inaktivierung 10—15 Minuten. Mit kleineren Mengen weniger 
stark wirksamer Seren dauert die Inaktivierung linger. 

Wir bezeichnen mit Inaktivierungsfaihigkeit (If.) diejenige 
Menge eines Serums, die ausreicht, um 1 St.-E. vollstiindig zu 
inaktivieren. Da sich noch kein klarer Zusammenhang zwischen 
Menge des Inaktivators und Dauer der Inaktivierung ergeben 
hat, sind wir vorliufig gendétigt, noch eine Angabe iiber die 
Zeit beizufiigen, die bis zu vélliger Aufhebung der Kreislauf- 
wirkung notwendig war. Im allgemeinen reicht 1/, Stunde 
aus, um die Wirkung des Inaktivators auszuniitzen. Z. B. 
wurde durch 1 ccm eines frischen Pferdeserums (Nr. 4 der 
Tab. 1) 1 St.-K. in 25 Minuten noch nicht vollstindig, wohl 
aber in 30 Minuten inaktiviert. Mit einem anderen Serum 
gelang die Inaktivierung von 1 St-E, durch 1 ccm erst nach 
1 Stunde, wihrend nach 45 Minuten noch deutliche Kreis- 
laufwirkung zu beobachten war. In keinem Falle haben wir 
gesehen, daB eine Inaktivierung, die nach 2 Stunden noch 
nicht erreicht war, sich im Laufe von laingerer Zeit vervoll- 
stiindigt hatte. Um die Grenze der Inaktivierungsfihigkeit 
eines Serums festzustellen, ist daher einstiindiges Stehen not- 
wendig. Die folgende Tabelle enthalt eine Zusammenstellung 
der Inaktivierungsfahigkeit verschiedener Seren. Allerdings ist 
nur bei den mit einem : versehenen Versuchen wirklich die 
minimale Menge, die zur Inaktivierung von 1 St.-K. notwendig 
war, ermittelt worden. Die anderen Versuche sind Stichproben, 
in denen wir uns nur qualitativ iiber die Inaktivierungsfihig- 
keit der Seren unterrichteten. 

Durch einen besonderen Versuch haben wir uns davon 
iiberzeugt, daB die Inaktivierungsfihigkeit nicht nur dem aus 
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Tabelle 1. 


Inaktivierungsfahigkeit von Serum. 
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Alle Versuche wurden an Hunden ausgefibrt. 
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dem Organismus entnommenen und dadurch bekanntlich ver- 
inderten Blut oder Serum zukommt. Wir legten einem Hund, 
dessen Herztitigkeit mit dem Frank-Petterschen Manometer 
registriert wurde, eine Jugularisvene auf eine méglichst lange 
Strecke frei und unterbanden die blutgefiillte Vene beiderseits 
am Austritt aus dem Gewebe. In dieses abgebundene Stiick 
spritzten wir 0,3 ccm ein, die 1 St-E. enthielten. Als wir 
nach 1 Stunde die Ligaturen lésten, trat keine Herzreaktion 
auf, wohl aber im Kontrollversuch, bei dem wir dieselbe 
Standardmenge 1 Stunde in der vor dem Abbinden blutleer 
gemachten Vene aufbewahrten. Auch das unverindert im 
GefiB befindliche Blut enthalt also den Inaktivator. Seine 
Menge nimmt auBerhalb des Organismus langsam ab. Von 
einem Pferdeserum (Nr. 1 der Tab, 1), das frisch eine If. von 
0,1 ccm in 15 Minuten besessen hatte, waren am 3. Tag 0,3 ccm 
notwendig, um in derselben Zeit 1 St.-K. zu inaktivieren. Ein 
anderes Serum (Nr. 29) besaB nach 7 Tagen noch eine geringe, 
nach 9 Tagen gar keine Inaktivierungsfaihigkeit, vielmehr trat 
eine Verstiirkung der Standardwirkung ein. Diese Beobachtung 
machten wir auch dann, wenn dem Versuchstier des Ofteren 
in gréBeren Abstanden Serum injiziert worden war. Die 
Verstiirkung ist wohl auf das im Serum vorhandene Hormon 
zuriickzufiihren. Wird dagegen direkt aufeinanderfolgend 
mehrmals inaktivierendes Serum eingespritzt, so iiberwiegt die 
Wirkung des Inaktivators: bei einer gleich darauffolgenden 
Standardeinspritzung wird die Wirkung abgeschwicht. Um 
solche Stérungen sicher zu vermeiden, ist es nétig, nach jeder 
Inaktivierung im Abstand einer Viertelstunde 1 St.-E. zu in- 
jizieren. 

Besonders empfindlich ist der Inaktivator gegen Ande- 
rungen im p,, des Serums. Jeder Zusatz von Siure, der die 
alkalische Reaktion des Serums aufhebt, zerstért ihn; die 
Wiederherstellung des urspriinglichen p,, ruft die Inaktivie- 
rungsfihigkeit nicht mehr hervor. Manchmal bewirkten schon 
Hormonpriparate, die nicht vollkommen neutral waren, eine 
Zerstérung des Inaktivators, so da8 ein Fehlen der Inaktivie- 
rung gegeniiber diesen sauren Hormonpraparaten vorgetiuscht 














Uber ein neues Kreislaufhormon. 107 


wurde bei Seren, die gegeniiber neutralen normale Inaktivie- 
rungsfahigkeit besaBen. 

Die grofe Empfindlichkeit ist bisher ein uniiberwindliches 
Hindernis fiir die Isolierung des Inaktivators. Bei der Her- 
stellung von Priiparaten muB jede Anderung im Py Vermieden 
werden. Aber auch schon das Erhitzen des Serums, der Zu- 
satz von Alkohol oder die Filtration durch Kieselgur hebt die 
Inaktivierungsfihigkeit auf. Beim Versuch durch eine vor- 
sichtige Uranylacetatfillung die EKiweiSstofle des Blutes (aus 
Serum Nr.6 der Tab. 1) niederzuschlagen, verschwand jede 
inaktivierende Wirkung aus der Restlésung. Als wir aber den 
Niederschlag mit Diammonphosphat eluierten, besa die ent- 
stehende Lésung sehr starke Inaktivierungsfaihigkeit (If. = 1 ccm 
in 15 Minuten). Dieser Versuch ist wichtig, weil er zeigt, 
da8 auch in Uranylacetatpraparaten des Hormons aus Blut 
der Inaktivator noch vorhanden sein und die Wirkung des 
Hormons iiberdecken kann. 

Der Inaktivator scheint nicht zu den hochmolekularen 
Stoffen zu gehédren; er durchdringt die Pergamentmembran. 
Zum Nachweis gibt man am besten destilliertes Wasser in 
einen Beutel aus Pergamentpapier und laBt ihn in einer gréBeren 
Serummenge rotieren. Aber auch bei Dialyse gegen mehr 
Wasser findet man fast immer eine deutliche Inaktivierungs- 
fahigkeit. Wir dialysierten z. B. defibriniertes Schweineblut 
(Nr.29 der Tab.1) gegen die fiinffache Menge Wasser. Nach 
20 Stunden waren 10ccm dieses Wassers imstande, 1 St.-K. 
in 45 Minuten zu inaktivieren. Beim Versuch durch Eindampfen 
im Hochvakuum bei 10—15° den Inaktivator zu konzentrieren 
ging die Inaktivierungsfihigkeit fast vollstiindig verloren. Diese 
Versuche sollen unter Zusatz eines geeigneten Puffers wieder- 
holt werden. 


Wenn aber die grobe Kmpfindlichkeit des Inaktivators ein 
Hindernis fiir seine Darstellung bildet, so erlaubt sie anderer- 
seits, auf einfache Weise die erfolgte Inaktivierung wieder auf- 
zuheben. Es geniigt, durch Serum inaktivierte Hormonpripa- 
rate in schwach saures Milieu zu versetzen und dann zu neutrali- 
sieren, um wieder die urspriingliche Hormonwirkung zu erhalten. 
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Nachdem wir uns iiberzeugt hatten, daB eines unserer Standard- 
praparate durch n/10-Salzsiure in 10 Minuten nicht verindert 
wurde, und daB das Versuchstier auf 1 St.-E. mit starker Herz- 
reaktion ansprach, stellten wir folgende Versuche an: 38 St.-K. 
in 1eem Lésung wurden mit tccm Serum versetzt und nach 
15 Minuten 1,4ccm davon eingespritzt. Jede Herzreaktion war 
verschwunden. Dann wurde 1ccm Standardlésung mit 1 ccm 
Serum vermischt, nach 15 Minuten 0,2 ccm n-Salzsiure und 
nach 2 weiteren Minuten 0,2 ccm n-Natronlauge zugegeben und 
1,4ccm injiziert. Die Wirkung auf die Pulsamplitude und die 
Blutdrucksenkung entsprach vollkommen derjenigen von 2St.-E., 
die als nachste Probe dem Versuchstier eingespritzt wurden. 

Auf der Méglichkeit, durch Saure aus inaktiven Verbin- 
dungen das Hormon in Freiheit zu setzen, beruht unser Ver- 
fahren seines Nachweises im Blut. 


II. Der Nachweis des Kreislaufhormons im Blut. 


Ks ist in der Art der Hormonwirkung begriindet, daB man 
durch intravenése Einspritzung der fiir ein Versuchstier er- 
triglichen Serummengen nur in seltenen Fillen eine konstatier- 
bare Hormonwirkung wird auslésen kénnen. Ks ist dazu not- 
wendig, da im Augenblick der Blutentnahme gerade ein so 
groBer Bedarf an Hormon vorhanden ist, daB das Blut mit 
Hormon iiberschwemmt wird. Denn auf den Organismus wirkt 
ja die im gesamten Blut vorhandene Hormonmenge, wiihrend 
man dem Versuchstier (Hund) maximal nicht mehr als 20 cem 
Serum verabreichen kann, ohne unerwiinschte Nebenwirkungen 
auszulésen. So ist es nicht erstaunlich, daB wir unter etwa 
50 Serumproben nur zwei gefunden haben, von denen 5 ccm 
eine erkennbare Amplitudensteigerung und Blutdrucksenkung 
hervorriefen. Die erste stammte von einem Patienten mit sehr 
hohem Blutdruck, die zweite von einem Pferd. 

Durch das Vorhandensein eines Gegenstoffes im Blut kénnen 
nun gerade bei diesem Hormon wesentlich grébere Mengen als 
bei anderen, wenn auch in inaktivierter Form, sich im Blute 
befinden und durch Zerstiérung des Inaktivators nachgewiesen 
werden. In der Tat wirkten von acht durch vorsichtigen Siiure- 
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zusatz auf neutrale Reaktion gebrachten Seren zwei amplituden- 
steigernd und blutdrucksenkend. 

Aber auch in einem gro8en Teil der bei dieser Behand- 
lung unwirksam gebliebenen Seren konnte mit dem nachher 
beschriebenen Verfahren der Verdauung das Hormon nach- 
gewiesen werden. Es muB also fiir die Unwirksamkeit des 
Hormons noch eine andere Ursache vorhanden sein, die ver- 
hindert, daB von Natur im Serum befindliches inaktives Hor- 
mon durch Neutralisieren ebenso aktiviert wird, wie kiinstlich 
dem Serum zugesetztes. Die Anwendung stirkerer Saure, die 
vielleicht aktivieren kénnte, verbietet sich durch die Verande- 
rungen, die sie im Serum hervorruft, und die eine Stérung in 
der Reaktionsfahigkeit der Versuchstiere mit sich bringen. 

Zum sicheren Nachweis des Hormons im Blut ist daher 
die Entfernung groBer EiweiBmengen vor der Injektion un- 
bedingt erforderlich. Dazu eignet sich die Kombination von 
enzymatischer EiweiBverdauung und Dialyse. Als Protease 
wahlten wir das Pilanzenferment Papain. Es ist im Gegen- 
satz zum Trypsin imstande, hochmolekulares EiweiB anzu- 
greifen, wenn es auch nach den Untersuchungen von R. Will- 
statter und W.Grassmann}?) ohne die fiir uns nicht anwend- 
bare Aktivierung durch Blausaure nicht gerade weitgehend ab- 
baut. Es besitzt aber den groBen Vorzug. daB das Optimum 
seiner Wirksamkeit bei p,,5 liegt, also bei einer Reaktion, 
die dem unreinen Hormon auch bei lingerer Anwendung nicht 
schadet und doch zuverlissig den Inaktivator zerstért. Vorteil- 
haft ist auch, daB beim p,, des Blutes die Wirkung des Pa- 
pains so gering ist, daB die Einspritzung selbst gréBerer Pa- 
painmengen (20 mg Succus Caricae Papayae Merck) keine Kreis- 
laufreaktion auslést. 

Bei der starken Puftferwirkung des Serums ist es not- 
wendig, ziemlich viel Essigsiiure zuzusetzen, bis Lackmus deut- 
lich sauer reagiert, aber Kongorot noch keinen blauen Farbton 
annimmt. Um das richtige p, einzustellen, setzt man nun 
noch 25cem m/5-Citratpuffer von p,, 5 auf 10Qcem Blut zu 


') Diese Zs. Bd. 188, S. 184 (1924). 
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Notwendig ist diese genaue Hinstellung nicht. Zum Schutz 
vor bakterieller Zersetzung iiberschichtet man mit Toluol. 

Die Dialyse fiihren wir schon waihrend der Verdauung aus, 
weil die Spaltprodukte die Papainwirkung hemmen, und ihre 
Entfernung daher die Verdauung verstirkt. Als Dialysier- 
membian eignet sich mittelstarkes Pergamentpapier; die Mem- 
bran der Fischblasen ist unbrauchbar, da sie das Hormon 
durchlaBt und auBerdem vom Papain angegriffen wird. Wenn 
man die Verdauung in einem rotierenden und von flieBendem 
Wasser umspiilten Beutel vor sich gehen laBt, so ist bei kleinen 
Ansitzen (bis zu 100ccm Lésung) die Verdauung in einem 
Tag beendet. In besonderen Versuchen stellten wir fest, dai 
2mg Succus Caricae Papayae Merck auf 1 ccm defibriniertes 
Blut, 1mg auf 1ccm Serum ausreichen. Bei gré8eren An- 
sitzen, z. B. von 1 Liter, ist es notwendig, das Ende der Ver- 
dauung zu kontrollieren, indem man Proben entnimmt und 
einem Hunde einspritzt. Kinen Versuch mit 1/, Liter Serum 
verdauten wir, bis keine Abnahme des Trockengewichts mehr 
eintrat; das war erst nach 6 Tagen der Fall. So lange die Ver- 
dauung und Dialyse auszudehnen, ist unmdglich, da das Hor- 
mon in den verdauten Lésungen langsamer Zerstérung unter- 
liegt. Mit Mengen von 1 Liter erhielten wir nach 2 Tagen 
meist deutliche, nach 3 Tagen maximale Hormonwirkung. 

Zur Beschleunigung der Papainverdauung kann man die 
Temperatur steigern. Bei Anwendung von 30° sinkt die not- 
wendige Zeit bei kleinen Ans&tzen von 24 auf 5 Stunden. 
37° haben sich als ungiinstig erwiesen, weil dabei umfang- 
reiche Hormonzerstérung auftrat. 

Die Tab. 2 verzeichnet die nach Papainverdauung und 
Dialyse in Blut oder Serum durch den Tierversuch feststell- 
baren Hormonmengen. 

Aus den verdauten Liésungen liBt sich nach dem fir die 
Verarbeitung von Harn bewdhrten Verfahren der Uranylacetat- 
fallung das Hormon anreichern. Dazu ist es notwendig, die 
verdauten Liésungen mit Ammoniak genau zu neutralisieren. 
Dann verdiinnt man sie mit Wasser auf das Dreifache und 
versetzt mit so viel 4°/,iger Uranylacetatlésung, da8 ein 
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weiterer Zusatz keine Vermehrung der Fallung mehr hervor- 
ruft (auf 1 Liter Serum etwa 1, auf 1 Liter defibriniertes 
Blut etwa 11/, Liter Uranylacetatlésung). Der braune, sehr 
voluminése Niederschlag wird scharf abzentrifugiert und mit 
2 Gewichtsteilen Diammonphosphat (in 10°/,iger Lésung) auf 
1 Gewichtsteil angewandten Uranylacetats versetzt. Nach 
3 Stunden ist die Elution des Hormons beendet; man zentri- 
fugiert vom Uranylphosphat ab, entfernt das noch vorhandene 
Ammonphosphat mit Magnesiamischung und diese durch eine 
2tigige Dialyse mittels Pergament gegen flieBendes Wasser. 


Tabelle 2. 


Nachweis des Kreislaufhormons im Blut. 
Auf 1cem defibriniertes Blut wurden 2 mg Suecus Caricae Papayae, 
auf 1 cem Serum 1 mg angewandt. Riihrdialyse gegen flieBendes 
Wasser. py=5. 














p - Dauer ccm Blat 
rii oo 
, Angewandt der gyri Bemerkungen 
- Dialyse | 1 St-E. 
1 50 cem Hundeblut 20 Stdn. | etwa 10 
- D0 y ” | zwischen 10 
3 a 24 und 6,5 
4 50, - 48 Stdn. 5 
5 56 ,, Menschenblut | 38 Stdn. 4 
6 | 100 ,, Pferdeserum | 87 ,, 6 Trockengewichts- 
abnahme 75°/,; 
1 St.-E. =101 mg 
1 | 870 ,, . 88, 2,5 
8 | 300 ,, Pferdeblut 92. =C, 30 
9 | 750 ,, 7 90 ,, 1,6 
10 71050 ,, Hundeblut ma 8,5 | 48 Stdn. geniigten 
nicht 
11 100 Pferdeserum oS 10 : ; , 
™ oe vie bei 37° dialysiert 
Se , etwa 37 





Uberraschenderweise steigt bei diesem Verfahren die Aus- 
beute an wirksamem Hormon weit iiber die in den verdauten 
Lésungen nachweisbaren Mengen an, wihrend bei Praparaten 
aus Harn die Ausbeuten der Uranylacetatfallung selten iiber 
80 °/, betragen. 
wir 115°/, Ausbeute, aus Praparat Nr.9 sogar 183°). 


Aus der Liésung Nr. 10 der Tab.2 erhielten 
Wir 
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glauben, daB diese Steigerung der Ausbeute nicht auf der Ent- 
fernung oder Zerstérung des Inaktivators beruht, sondern auf 
der Entfernung von Begleitstoffen, welche die Wirksamkeit der 
Versuchstiere herabsetzen. 10 ccm der verdauten Liésung Nr. 9 
enthielten noch 630mg Trockensubstanz, 1 St.-E. also 126 mg. 
Nach der Uranylacetatfillung trafen aut 1 St.-E. nur noch 14 mg. 

In allen Priparaten aus Blut und aus Serum ist die Halt- 
barkeit des Kreislaufhormons geringer als in den Harnpripa- 
raten. Wahrend neutrale und bei gewéhnlicher Temperatur 
aufbewahrte Harnpriiparate jeden Reinheitsgrades lange Zeit 
unverindert haltbar sind, ist bei Priparaten aus Blut oft schon 
nach 3 Tagen eine deutliche Wirksamkeitsabnahme festzustellen. 
Praparate aus Harn kann man ohne Wirksamkeitsverlust im 
Hochvakuum konzentrieren; bei einigen Versuchen, Lésungen 
aus Blut einzudampfen, verloren wir 30—40°/,, so daB dieses 
Verfahren aufgegeben werden muBte. Wahrscheinlich ist diese 
EKmpfindlichkeit auf die Wirkung von zersetzenden Begleitstoffen 
zuriickzufiihren. Auch die reineren, durch Uranylacetatfallung 
gewonnenen Loésungen sind, wenn auch nicht mehr so stark, 
zersetzlich. Wir hoffen, durch weitere Reinigung diesen Unter- 
schied der Priparate aus Blut und aus Harn vollends besei- 
tigen zu kénnen. 

Der Nachweis der Identitit von Praparaten aus Blut und 
Harn muB8 deshalb ganz besonders sorgfaltig aus ihren Eigen- 
schaften gefiihrt werden. Die Empfindlichkeit gegen hohe 
Temperatur und starke Saéuren ist ihnen gemeinsam; kurzes 
Kochen oder Verweilen in starker Salzsiure zerstért sie. In 
dem Verhalten gegen Serum, das ihre Wirkung aufhebt, be- 
sitzen wir ein sehr charakteristisches Reagens auf die Pri- 
parate aus Harn. Ebenso werden auch alle Priparate aus 
Blut (die dafiir sorgfaltig neutralisiert werden miissen) durch 
Zusatz von unverindertem Serum wieder inaktiviert. 

Vor allem aber gestattet die genaue Kenntnis des pharmako- 
logischen Verhaltens, das in unserer III. Mitteilung eingehend 
beschrieben wird, den sicheren Nachweis, daB beide Darstellungs- 
weisen denselben Stoff liefern. Die Unterscheidungsmerkmale 
von anderen auf den Kreislauf einwirkenden Stoffen sind von 
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uns gemeinsam mit R. Mylenbusch aufgesucht und zur Ab- 
grenzung gegen diese Stoffe ausgearbeitet worden. 

Vor kurzem ist in einer Untersuchung von L. Asher und 
K.Beyeler’) tber die chemische Regulation des Herzschlags 
durch die Leber und iiber die chemische Natur des von der 
Leber abgegebenen herzregulierenden Hormons die Vermutung 
ausgesprochen worden, dab dieses Hormon Natriumcholat sei. 
Wir haben daraufhin einem Hund, dessen Herztitigkeit regi- 
striert wurde, Natriumcholat und Desoxycholat, intravenés ein- 
gespritzt und erst mit Mengen von 60mg eine sehr geringe 
Amplitudenerhéhung und Blutdrucksenkung beobachtet. Nach 
personlichen Mitteilungen von Herrn Dr. C. H. Greene, der 
die Pettenkofersche Reaktion zu einer colorimetrischen Be- 
stimmung der Gallensiuren im Blut ausgestaltet hat, befinden 
sich in 100 ccm Blut maximal 8, im Mittel 6mg Gallensiure. 
Danach kommt, wenigstens fiir den Warmbliiter, Gallensiure 
nicht als Herzhormon in Betracht. 

Am wichtigstens ist die Unterscheidung unseres Kreislauf- 
hormones vom Histamin, das von Best, Dudley, Dale und 
Thorpe’) kirzlich mit Sicherheit in alkoholischen Extrakten 
von Lunge und Leber nachgewiesen und als hauptsichlichste 
Ursache der durch diese Extrakte bewirkten Blutdrucksenkung 
erkannt worden ist. Zudem besitzt diese Base eine iiber- 
raschende Ahnlichkeit mit unserem Hormon in der Wirkung 
auf den Kreislauf, besonders auf Herz und Blutdruck. Sie 
unterscheidet sich von ihm durch ihre Bestiindigkeit gegen hohe 
Temperatur, Saiuren und Alkalien und durch ihre Fihigkeit, 
die Pergamentmembran zu durchdringen. Aber auch im pharma- 
kologischen Verhalten sind einige charakteristische Unterschiede 
von uns gefunden worden. Kaninchen sind gegen die Ein- 
wirkung von Histamin auffallend widerstandsfihig. Mengen, 
deren Wirkung am Hund in der Regel 18t-E. entspricht 
(nimlich 0,01—0,03 mg Histamin), beeinflussen den Kreislauf 
des Kaninchens fast nicht. GréBere Mengen Histamin rufen 
aber im Gegensatz zu unserem Hormon deutliche Blutdruck- 





1) Biochem. Zs. Bd. 178, S. 351 (1926). 
2) Jl. of Physiol. Bd. 62, S. 397 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zoitschrift f. physiol. Chemie, CLXXY. 8 
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steigerung hervor. Ferner ist es eine wichtige Higenschaft 
des Histamins, bei allen Tieren das Lebervolumen zu ver- 
gréBern, wiaihrend unser Stoff ohne direkten EKinfluB auf die 
Leber ist, so daB sich nach seiner Kinspritzung durch die 
allgemeine Blutdrucksenkung das Lebervolumen verkleinert. 
Die eindruckvollste Unterscheidung ist aber das Verhalten gegen 
Serum wegen seines Zusammenhangs mit der _ biologischen 
Hormonwirkung. Wahrend Serum das neue Kreislaufhormon 
inaktiviert, bleibt die Wirkung des Histamins unverindert er- 
halten. 

Wir haben es fiir notwendig gehalten, der Gefahr einer 
Verwechslung mit Histamin vorzubeugen, indem wir mit Pri- 
paraten aus Blut verschiedener Herkunft diese Unterscheidungs- 
merkmale durchpriiften. Hormonlésungen aus Menschen-, Hunde- 
und Pferdeblut senken den Blutdruck des Kaninchens und das 
Volumen der Hundeleber, sowohl nach Verdauung und Dia- 
lyse, wie nach der Fallung mit Uranylacetat. Sie alle werden 
beim Zusatz unverinderten Serums durch ihren Gegenstoff der 
Wirkung auf den Kreislauf beraubt, durch vorsichtiges An- 
siuern aber wieder aktiviert. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft verdanken 
wir die Mittel zu dieser Untersuchung. 




















Uber die Vorginge bei der Sulfhydryltitration mit 
Jodstérke und Nitroprussidnatrium. 


Von 


R. Bierich und K. Kalle. 
(Krebsinstitut Hamburg-Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Februar 1928.) 


Vergleicht man die SH-Werte, die bei der Titration von 
Warmbliitergeweben mit der Nitroprussidtiipfelmethode Tunni- 
cliffes') und mit der Jodstirkemethode erhalten werden, so 
liegen die Nitroprussidwerte meist wesentlich niedriger als die 
anderen. Das gleiche gilt fiir reine Glutathion- oder Cystein- 
lésungen. Da der theoretische Wert dieser bekannt ist, 
konnten wir feststellen, ob und inwieweit die Werte der beiden 
Methoden mit dem theoretischen Wert iibereinstimmen. Hier- 
bei ergab sich, daB bei unserer Methodik (etwa 10,0 g Ge- 
webe + 80 ccm Trichloressigsiiurelésung) die Werte der Nitro- 
prussidmethode den tatsichlichen Werten meist niher kamen, 
sich aber auch nicht mit ihnen deckten. Uber die Reaktions- 
bedingungen, die hierzu fiihren, wird im nachfolgenden berichtet. 


A. 


Korrektur bei der Nitroprussidnatriumtiipfelmethode. 
(Hierzu Protokolle sub A.) 
Mit reinen Cystein- bzw. Glutathionlésungen von bekanntem 


Gehalt, den wir mit der von Okuda?) angegebenen Bromat- 
methode ermittelten, stellten wir uns durch Verdiinnen eine 





1) H. E. Tunnicliffe, Biochemical. Jl. Bd. 19, S. 194 (1925). 
®) Y. Okuda, JI. of Biochem. Bd. 5, 8S. 201 u. 217 (1925). 
8* 
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Lésung her, die einen noch eben erkennbaren roten Farb- 
umschlag mit der Nitroprussidtiipfelmethode erkennen lieB. 
Unterhalb dieser Grenze in Liésung befindliche Glutathion- 
konzentrationen geben den Farbton nicht mehr, und demnach 
mu8 nach SchluB der Titration der Jodwert, der dem nicht 
erfaBten SH entspricht, dem gefundenen Wert zuaddiert werden. 
Da dieses auf 100 ccm Lésung 0,8—1,8 n/100-Jod betrigt, 
wiirde sonst — bei einem durchschnittlichen Gesamtverbrauch 
von 2,0—10,0 ccm n/100-Jod — ein betrichtlicher Fehler in 
die Berechnung hineinkommen. 

Ob diese Korrektur von den englischen und amerika- 
nischen Autoren angewandt ist, geht aus dem Text ihrer 
Arbeiten nicht hervor. 


B. 


I. Einflu8 von Verdiinnung (a) und von Saurekonzentration (b) 
auf die SH-Titration. (c) Theorie des Verdinnungsfaktors. 


Untersucht man den KEinflu8 von Verdiinnung und von 
Siurekonzentration auf die Titrationswerte bei der Jodstiarke-, 
sowie bei der Nitroprussidtiipfelmethode, so ergibt sich (vgl. 
Protokoll 1, 2, 3, 4, 5) folgendes: 

a) Bei zunehmender Verdiinnung mit Wasser steigt der 
Jodverbrauch der SH-haltigen Liésung betrichtlich an. Diese 
Zunahme der Titrationswerte — ausgedriickt in °/, — be- 
zeichnen wir als _,, Verdiinnungsfaktor“. 

Der Verdiinnungsfaktor ist bei der Jodstiirkemethode 
gréBer als bei der Tiipfelmethode, und zwar nicht nur bei 
Gewebsextrakten, sondern auffallenderweise ebenso bei Glu- 
tathion- oder Cysteinlésungen. Von diesen beiden ist er wieder 
gréBer bei Cysteinlésung als bei Glutathionlésung, bei frischen 
Geweben ist er meist von der GréBenordnung unseres Glu- 
tathions (vgl. Protokoll 11, 12, 13, 14). Der Verdiinnungs- 
faktor nimmt nicht genau proportional mit zunehmender Ver- 
diinnung zu; Vergleichswerte fiir verschiedene Lésungen lassen 
sich daher nur in Gebieten mit annahernd gleicher Konzen- 
tration erhalten. 

Der Verdiinnungsfaktor einer Liésung, die einen theore- 














Uber die Vorgiinge bei der Sulfhydryltitration mit Jodstiirke usw. 117 


tischen Jodverbrauch von 6—7 ccm n/100-J hat, betragt z. B. 
bei der Starketitration von Cysteinlésung auf 100 ccm Liésung 
etwa 100°/,; Bei der Starketitration von Glutathion betrigt 
er unter gleichen Bedingungen und bei einem theoretischen 
Verbrauch von 12 ccm n/100-J auf 100 ccm Liésung etwa 30°/,. 
Bei der ‘Tiipfelmethode steigt der Verdiinnungsfaktor von 
Cysteinlésungen, die einen theoretischen Verbrauch von 5,6 ccm 
n/100-J auf 100 ccm Loésung haben, auf 44°/, an. 

b) 10°/,ige Trichloressigsiure, mit der die Gewebe in der 
Regel fixiert wurden, zeigte gegeniiber Wasser keinen Einflug 
auf die SH-Titrationswerte, 0,5—8,0°/,ige HCl zeigte gegen- 
iiber Wasser einen EinfluB auf diese Werte, der praktisch kaum 
in Betracht kommt. 

c) Nach den Untersuchungen von Okuda!) an Cystein- 
lésungen kénnen wir annehmen, daB der Verdiinnungsfaktor 
folgendermaBen zustande kommt: bei der Titration SH-haltiger 
K6rper treten zwei Reaktionen miteinander in Wettbewerb: 

1. Das SH reagiert mit dem Jod nach der Gleichung 

2RSH + 2J = RSSR + 2HJ, 
bei dieser Reaktion verbraucht 1 Mol. SH = 1 Mol. J; 
2. Das SH reagiert mit dem Jod nach der Gleichung 
RSH + 6J + 3H,O = RSO,H + 6H, 
bei dieser Reaktion verbraucht 1 Mol. SH = 6 Mol. J. 

Der Verdiinnungsfaktor wire gleich 0, wenn Reaktion 1 
allein zustande kame, er wire 500°/,, wenn Reaktion 2 allein 
zustande kime. Da wir Verdiinnungsfaktoren bis zu 100°/, 
erhalten, miissen wir annehmen, daB beide Reaktionen neben- 
einander stattfinden. 

Wir versuehten den 2. Reaktionsmechanismus, der 6 Mol. J 
verbraucht, gegeniiber dem 1. Reaktionsmechanismus, der nur 
1 Mol. J verbraucht, durch Anderung der Reaktionsbedingungen 
herabzudriicken. Wurde KJ der Reaktionslésung zugesetzt, so 
wurden sowohl Reaktion 1 wie Reaktion 2 gleichzeitig gehemmt. 
Durch Zugabe steigender KJ-Mengen konnte der Titrations- 
wert beliebig, und zwar bis fast auf 0 herabgedriickt werden. 





1) a. a. O. 
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Cysteinsulfosiure, die wir aus derselben Uberlegung an- 
wandten, fihrte — jedenfalls bei Zugabe kleiner Mengen 
(2,4°/,) — ebenfalls nicht zum Ziel. 


II. Einflu8 der Temperatur auf die SH-Titration. 
(Versuch 14, 16.) 


Wurden die Reaktionslésungen von Zimmertemperatur auf 
0° C abgekihlt, so nahm der Verdiinnungsfaktor in allen 
Fallen wesentlich ab. Wurden die Lésungen mit NaCl ge- 
sittigt, in Eis—Kochsalzkiltemischung auf — 10 bis — 15° © 
abgekihlt, und dann mit n/100-Jodlésung von 0° C titriert?), 
so lieB sich der Verdiinnungsfaktor zwar noch weiter herab- 
driicken, konnte aber nicht vollstindig zum Verschwinden ge- 
bracht werden. Auch die Differenz, die zwischen den Jod- 
stiirke- und den Nitroprussidwerten bei Zimmertemperatur 
und bei 0° C bestand, lie’ sich durch weiteres Herabgehen 
mit der Temperatnr auf — 15°C weiter verkleinern. 


So sank z. B. beim Abkiihlen einer Cysteinlésung von 
+ 20°C auf — 15°C ihr Verdiinnungsfaktor bei der Stirke- 
methode von 97 auf 16°/,, bei der Tiipfelmethode unter 
gleichen Bedingungen von 52 auf 7°/,. Gewebsextrakte ver- 
hielten sich ahnlich. 


III. Abnahme der Titrationswerte beim Stehen der mit 10°), 
Trichloressigsaure ,,fixierten“ Gewebsextrakte an der Luft. 


Aus Protokoll 8 geht hervor, daB der SH-Wert von Ge- 
websextrakten um so niedriger gefunden wurde, je linger der 
Extrakt bis zur Ausfiihrung der Titration an der Luft gestanden 
hatte. Die héchste Abnahme, die wir in 24 Stunden beob- 
achtet haben, betrug 37°/,. Wurde durch die Gewebsextrakte 
langere Zeit O, durchgeleitet, so erfolgte die SH-Abnahme noch 
erheblich schneller. 

Die Abnahme der SH-Werte erfolgt demnach durch eine 


1) Die Titrationsbiirette war bis zur halben Hohe mit einem eis- 
gefiillten Kiihlmantel umgeben. 
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Oxydation') der SH-Gruppe, die schon nach 3%/, Stunden 
(Protokoll 9) etwa 5°/, betragt. 

Die Behandlung der Gewebsextrakte mit Trichloressigsaiure 
,fixiert“ also die SH-Gruppe praktisch nur fiir kurze Zeit. 


IV. Zunahme der Titrationswerte beim Stehen der Organe an 
der Luft. *) 


Die trichloressigsauren Extrakte zeigten einen um so 
gréBeren Jodverbrauch, je mehr Zeit zwischen Toétung des 
Tieres und ,,Fixierung“ des betreffenden Gewebes vergangen 
war. Diese Erscheinung wurde speziell an Lebergewebe unter- 
sucht, weil sich dieses 1. durch seinen hohen SH-Gehalt fiir 
den vorliegenden Zweck eignet, und weil wir 2. Lebergewebe 
auf dem Schlachthof in kiirzester Zeit — etwa 3 Minuten 
nach Tétung des Tieres — entnehmen und fixieren konnten’*) 
(ygl. Protokoll 10—14 inkl), 

Die Untersuchung ergab, daB der Gehalt der Extrakte 
an Gesamt-S sich mit der Zeit nicht wesentlich Anderte, daB 
er jedenfalls nicht (bis auf einen von 6 Fallen) zunahm, 
wihrend die SH-Werte anstiegen. 

Hiernach konnte der Anstieg der SH-Werte nicht dadurch 
bedingt sein, daB aus dem an der Luft aufbewahrten Gewebe 
mehr S in Lésung ging als aus frischem, sondern es mufte 
entweder eine Verinderung in dem ldslichen SH-Kérper er- 
folgt oder ein anderer reduzierender nicht S-haltiger Kérper 
aufgetreten sein. 

Zunichst schien es vorstellbar, daB der erhéhte Jod- 
verbrauch durch Bildung von H,S aus dem SH-haltigen Kom- 


') Das Verschwinden der SH-Reaktion in saurer Loésung bei 
Gegenwart von O, und Lecithin wurde gleichfalls von Meyerhof be- 
obachtet. Pfliigers Arch. Bd. 199, S. 531 (1928). 

*) R. Bierich, A. Rosenbohm u. K. Kalle, Diese Zs. Bd. 164, 
S. 214 (1927). 

5) Wir méchten nicht verfehlen, Herrn Prof. Niberle fiir die weit- 
gehende Unterstiitzung unserer Arbeit auch an dieser Stelle bestens zu 
danken. 
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plex des Extraktes zustande gekommen sein konnte. Lag eine 
betriichtliche H,S-Bildung im untersuchten Gewebe vor, so 
hiitte es, da H,S den doppelten Titerwert einer SH-Gruppe 
besitzt, zu einem entsprechend vermehrten Jodverbrauch (bis 
zu 100°/,) kommen miissen. Gegenversuche zeigten jedoch, 
daB die H,S-Abspaltung aus Lebergewebe so gering ist*), dab 
sie zur Erklirung des von uns gefundenen, erhdhten Jod- 
verbrauchs der Leberextrakte nicht ausreicht. 


Wir stellten nun fest, daB gleichzeitig mit dem Ansteigen 
der SH-Werte auch der Verdiinnungsfaktor anstieg, und daf 
dessen Wert mit zunehmender Zeit sich dem Verdiinnungs- 
faktor des Cysteins immer mehr niherte. 


Dieser Befund fiihrte zu der Annahme, da sich in dem 
iiberlebenden Gewebe aus dem Glutathion Cystein abgespalten 
haben miisse, und daB das freigesetzte Cystein einerseits die 
Zunahme des Verdiinnungsfaktors und andererseits den erhéhten 
Jodverbrauch der Lésung bedingte, der ja letzten Endes durch 
den Verdiinnungsfaktor hervorgerufen wird. 

War diese Annahme richtig, so mufte sich mit der fiir 
Cystein spezifischen Sullivanreaktion”) nachweisen lassen, dab 
parallel mit der Zunahme des SH-Wertes freies Cystein auf- 
getreten war. Dieser Nachweis gelang nun tatsichlich. Wir 
modifizierten das Verfahren fiir unsere Versuche folgender- 
maBen: 


10 ¢ Leber wurden in einer Reibschale zerrieben, mit 
10 ccm n/100-HCl versetzt und der Brei in einem kleinen 
Becherglase im kochenden Wasserbade so lange geriihrt, bis 
das EiweiB koaguliert und die aus ihm abgeschiedene braun- 
rote Fliissigkeit gelb geworden war. Das abgekiihlte Filtrat 
wurde mit 1—2 Tropfen n/1-HCl versetzt, um das restliche 
EiweiB auszufillen, und nochmals filtriert. 1 ccm das Filtrats 


') Die gréBte Menge H,S, die wir erhielten, entsprach auf 10g 
Rattenleber einer 0,6 cem n/100-Jod tiquivaleaten Menge. Dies entspricht 
einer Zunahme des Verdiinnungsfaktors um 0,3 eem n/100-Jod. 

*) M. X. Sullivan, Publ. Health Rep. U.S.P.H.S. Bd. 41, S. 1030 
(1926). 
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wurde fiir die Sullivanreaktion benutzt, indem wir zum 
Filtrat 


4 Tropfen einer 0,5 °/,igen Lésung naphthochinonsulfosaures Na, 


4 - »  9°/,igen KCN-Lésung in 0,5 n-NaOH und 
1 ecm ,, ,, 10°/,igen Na,SO,-Lésung in 0,5 n-NaOH 


zusetzten. Nach genau 30 Minuten wurden 
4 Tropfen einer 2 °/,igen Na,S,O,-Lésung in 0,5 n-NaOH 


zugegeben und der erhaltene Farbton an einer Farbleiter 
bestimmt, die an Gegenproben mit reinem Cystein ein- 
gestellt war. 

Mit dieser Methode stellten wir fest, daB Lebergewebe, 
das spatestens 10 Minuten nach Tétung koaguliert war, in 
11 untersuchten Fallen keine oder eine ganz schwache Rot- 
firbung, entsprechend einem Farbleiterwert < 15: 1000000 
Cystein gab, waihrend Lebergewebe, das zwischen 2 und 24 Std. 
nach Tétung koaguliert war (13 Fille), eine deutlich stirkere 
Cysteinreaktion gab (Protokoll 12, 13, 14). 

Bei wesentlich langerem Stehen der Organe, besonders in 
der Warme, nimmt die Sullivanreaktion wieder ab. 

Der erhéhte Jodverbrauch, das Ansteigen des Verdiinnungs- 
faktors und das Auftreten der Sullivanreaktion sprechen dem- 
nach dafiir, daB aus dem SH-haltigen Komplex des Leber- 
gewebes mit Unterbrechung des lebenden Zusammenhanges 
Cystein abgespalten und angereichert?!) wird. 

Die Frage nach dem EinfluB der Temperatur auf die 
Cysteinabspaltung konnte von uns noch nicht vollstandig ge- 
klart werden. Die Verhialtnisse scheinen durch eine gleich- 
zeitig stattfindende geringe Oxydation des SH in den Geweben 
kompliziert zu sein. 


Diskussion. 


Die hier mitgeteilten Untersuchungen haben ergeben, daB 
sowohl der Jodstairke- wie der Nitroprussidtiipfelmethode ver- 





1) G@. Hunter u. B.A. Eagles, Jl. of Biol. Chem. Bd. 72, S. 167 
(1927). Der Befund von freiem Cystein im Leberextrakt ist offenbar 
auf die Behandlungsweise zuriickzufihren. 
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schiedene Fehler anhaften. Diese kommen vor allem dadurch 
zustande, daB sich der Verdiinnungsfaktor der Stairkemethode 
sowie der Verdiinnungsfaktor der Tiipfelmethode und _ ihr 
Korrekturfaktor unter den iduB8eren Bedingungen verindern. 
Bringt man den Korrekturfaktor bei der Tiipfelmethode an, 
so kommen ihre Werte dem theoretischen Wert meist naher 
als die Werte der Starkemethode. Bringt man ihn nicht an, 
was bisher durchweg geschehen ist, so beeinflussen beide 
Faktoren den Endwert im entgegengesetzten Sinne. Sind 
die Betrige beider Faktoren ungleich, so wird der Endwert 
entweder gréBer oder kleiner als der theoretische Wert ge- 
funden, sind sie gleich, so heben sie sich auf und der Endwert 
wird nicht verandert. 

Um die Fehlerquellen beider Methoden méglichst herab- 
zudriicken, miissen die Organe unmittelbar nach Totung fixiert 
oder im Notfalle auf Eis aufbewahrt werden. Die Titration 
sollte méglichst unmittelbar, nach Entnahme des Gewebes und 
Herstellung des méglichst konzentrierten Filtrats ber —15° C 
erfolgen. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen lassen es ver- 
stiindlich erscheinen, da8 die bisher mitgeteilten Angaben ver- 
schiedener Autoren iiber den SH-Gehalt lebender Gewebe stark 
differieren. 

Kennaway und Hieger') haben gefunden, daf die 
Titration mit Jodstirke 40—400°/, héhere Werte als die mit 
Nitroprussid gibt. Sie nehmen an, daB — nach Erreichen 
des Titrationsendpunktes mit der Nitroprussidreaktion — noch 
Substanzen vorliegen, die mit Jod reagieren und erst bei der 
Jodstirkereaktion erfaft werden.”) Da diese Differenzen schon 





') E. L. Kennaway u. J. Hieger, Biochem. Jl. Bd. 21, §, 751 
(1927). 

*) Das einzige Organ, das neben Glutathion einen zweiten in 
saurer Lésung J verbrauchenden Kérper in wesentlicher Menge ent- 
hilt, ist die Nebenniere. Die Anwesenheit dieses K6rpers gibt sich 
jedoch nicht durch die Differenz zwischen Stirke- und Tiipfelmethode 
zu erkennen; vgl. auch A. v.Szent-Gyoérgyi, Biochem. Zs. Bd. 181, 
“. 433 (1927). 
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— ohne Gegenwart dritter Substanzen — an reinen Cystein- 
lésungen nachweisbar sind, laBt sich der Schlu8 von Kennaway- 
Hieger nicht aufrecht erhalten. Da die Autoren keine An- 
gaben tiber die Mengen des Ausgangsmaterials und der 
Lésungen machen, sind ihre Befunde nicht nachpriifbar, ebenso 
wie die Versuche von Thompson und Voegtlin’), die vor 
Kennaway und Hieger &hnliche Differenzen nachgewiesen 
haben. 


Die Schliisse, die Blanchetiere und Mélon?) aus ihren 
Versuchen gezogen haben, sind zunichst nicht anwendbar auf 
Gewebsextrakte. DaB die Verf. an reinen Cysteinlésungen mit 
der Starkemethode keine wesentlichen Abweichungen vom 
theoretischen SH-Wert erhalten haben, liegt daran, da® sie in 
hohen Konzentrationen gearbeitet haben, bei denen der Ver- 
diinnungsfaktor kaum hervortritt. Dieser spielt aber eine 
maBgebende Rolle bei der SH-Titration von Gewebsextrakten, 
weil deren Konzentration durchweg betrichtlich geringer ist. 
Die Angaben, die die Verf. itiber den SH-Gehalt der Hefe 
machen, enthalten nur relative Zahlen, weil der theoretische 
SH-Gehalt ihrer Hefe von ihnen nicht bestimmt ist. Die 
Tiipfelmethode muBte in der Anwendung der Verf. versagen, 
weil ihre Methodik etwa 10mal unschirfer ist, als die von 
Kennaway-Hieger angegebene. 

Da die von uns nachgewiesenen Faktoren auch bei den 
Werten von Voegtlin und Thompson*) an Tumorgewebe 
eine Rolle spielen miissen, haben wir ihre Befunde unter 
Beriicksichtigung dieser Faktoren mit der Starkemethode 
nachgepriift. Wir haben aber keinen Beleg fiir die Angabe 
erhalten kénnen, da8 der SH-Gehalt der Kérpergewebe mit 
steigendem Verhiltnis Tumor: Kérpergewicht abnimmt. 





1) J. W. Thompson u. C. Voegtlin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 70, 
S. 798 (1926). 

2) Blanchetiére u. L. Mélon, C. R. d. Seances d. 1. Soe. d. Biol. 
Bd. 97, S. 242 (1927). 

8) C. Voegtlin u. J.W. Thompson, Jl. of Biol. Chem. Bd. 70 
S. 801 (1926), 
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Stiirkemethode bei + 20° C. 
cem n/100-Jod auf 10 g Gewebe. 




















Korpergewicht ss ; 
ier aliens Satis -y — — — 
eee gewicht 

Jensensarkom 29,7 66,8 6,2 6,69 9,29 | 6,39 
: 14,9 _ 5,6 | 6,79 | 7,98 | 5,95 
Carcinom Nr. 9 81,3 95,6 _ (4,74) | (5,82) | (2,7) 
”? ” 99 nn al a — 8,43 - 
80,5 164,5 
Flexner-Job- 69,8 205,2 | 
ling Care. 41,0 210,0 —~ 9 oem 5 ee a ee 
25,0 126,0 
n> wie we — | O93 124.7 ie 
Normale a eo a ” _ yp 
Ratten = py _ tA _ 
~ _ — | 800 | 8,80 | 5,64 
— — — (5,33) (5,98) | (2,79) 























Anm.: Die eingeklammerten Werte sind bei — 15° C gewonnen. 


Wir haben bei der Nachpriifung unserer friiheren SH-Be- 
stimmungen festgestellt, da8 unsere Werte bei Beriicksichtigung 
der hier mitgeteilten Befunde um 30 —50°/, zu verringern sind. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird die Begriindung dafiir gegeben, da die Werte 
der Nitroprussidtiipfelmethode zu korrigieren sind. 

2. Gewebsextrakte geben bei konstantem SH-Gehalt so- 
wohl mit der Starke- wie mit der Nitroprussidtiipfelmethode 
zu hohe Werte. Diese sind um so hoher, je stirker die Ver- 
diinnung mit Wasser ist. Die Verdiinnungsfaktoren sind fiir 
jede dieser Methoden spezifisch. 

3. Séiuren verschieben den Verdiinnungsfaktor gegeniiber 
Wasser nicht wesentlich. 

4. Der Jodverbrauch eines Gewebsextraktes ist um so 
héher, je héher die Temperatur ist, bei der er titriert wird. 

5. Der Jodverbrauch von _,,fixierten“ Gewebsextrakten 
nimmt beim Stehen an der Luit ab. Diese Abnahme ist 
durch Oxydation der SH-Gruppe bedingt. 
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6. Der Jodverbrauch eines Gewebsextraktes wird um so 
hdher gefunden, je linger das Gewebe bis zur Herstellung des Ex- 
traktes an der Luft gestanden hat. Dies scheint dadurch bedingt 
zu sein, daB sich aus dem SH-haltigen Komplex des Extraktes 
Cystein abspaltet. 

Methodik. 


Bei den Jodstirkewerten ist der Blindwert der Trichloressigsiiure 
regelmiBig abgezogen, bei den Nitroprussidwerten ist regelmiBig an- 
gegeben, ob die Cystein- bzw. Glutathionkorrektur in den Werten ent- 
halten ist oder nicht. Als Glutathion verwendeten wir ein nach der 
Vorschrift von Hopkins‘) aus Backereihefe hergestelltes Priiparat.*) Dieses 
gab trotz zweimaliger Hg-Fallung und Zuriickgewinnung aus dem Hg- 
Salz bei der Sullivanreaktion*) eine blaurote Fiirbung, wihrend das 
Glutathion nach Sullivan keine Farbung geben soll. Da der S-Gehalt 
dieses Praiparates zudem kleiner als der theoretisch geforderte (12,87°/,) 
war, enthielt das Priiparat offenbar Verunreinigungen. Mit dieser Fest- 
stellung stimmen die Beobachtungen anderer Autoren‘) iiberein. Nach 
dem kiirzlich von Johnson und Voegtlin®) mitgeteilten abgeinderten 
Hopkinsschen Verfahren haben die Autoren Glutathion erhalten, dessen 
S-Gehalt mit dem theoretischen S-Wert iibereinstimmt, und das auch, 
wie die Autoren mitteilen, bei der Sullivanreaktion keinen Farbton mehr 
geben soll. 

Bei Ausfiihrung der Nitroprussidtiipfelmethode bestimmten wir den 
KEndpunkt der Titration nach Kennaway nnd Hieger®) dadurch, da’ 
wir in eine Mischung von 
2 ecm (NH,),SO, gesittigt, 

2 Tropfen Ammoniak 25°/,ig und 

5 " einer 1°/,ig. Nitroprussidnatriumlésung (nicht ilter als 1 Stde.) 
jedesmal je 5—10 Tropfen des mit Jod titrierten Gewebsextraktes ein- 
tropfen lieBen, bis keine Rotfirbung mehr auftrat. 





'!) F. G@. Hopkins, Biochemieal. Jl. Bd. 15, S. 286 (1921). 

*) Wir danken den Ost-Werken A.-G. Hamburg-Wandsbek auch 
an dieser Stelle fiir die Schenkung der hierzu nétigen betrichtlichen 
Quantititen Hefe. 

8) M. X. Sullivan, Publ. Health Rep. U. 8S. P. H.S. Bd. 41, S. 1030 
(1926). 

‘) E. Brand u. M. Sandberg, Jl. of Biol. Chem. Bd. 70, S. 381 
(1926); G. Hunter u. B. A. Eagles, Jl. of Biol. Chem. Bd. 72, .S. 147 
(1927). 

5) J. M. Johnson u. Carl Voegtlin. Jl. of Biol. Chem. Bd. 75, 
Nr. 3, S. 703 (1927). 

°) E.L. Kennaway u.J. Hieger, Biochem, Jl. Bd. 21, S$. 751 (1927). 





a 
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Protokolle. 


A. 


Korrekturen zur Nitroprussidnatriumtiipfelmethode.’) 
Die Korrekturfaktoren auf 100 cem Lésung poi. se 

















eem hood ee 
a) Fiir Cystein?): | 
WiBrige Lésung + 20°C. .......242. 1,4 com 
10°/, .Trichloressigsiurelésung + 20°C . . . ia 
NaCl gesiitt. wiBrige Lésung —10°C bis 15°C : Os ., 
rm » 10°, Trichloressigsiurelésung — 10° C 
bis — 15° C ° . . ° . . ° ° ° . > . * . 1,8 7) 
b) Fiir Glutathion: 
10°/, ‘Trichloressigsiurelésung +20°C ... . 0,8 ,, 
NaCl gesitt. 10°/, mneinieedananaied’ — 10° C 
bis —15°C . . us 0,95 ,, 
B. 
I. Einflu8 von Verdinnung und Saurekonzentration. 
1. (Versuch 1.) EinfluB der Verdiinunung bei 





gleicher Cysteinmenge und gleicher bzw. ansteigender 
Siurekonzentration (HCl). 
Theoretischer Jodverbrauch jeder Probe = 2,12 cem n/100-Jod. 


























Volumen 
5 a ne seen - a 
4 ecm | 12 cem | 32 ecm 
0,5 rr 2,88 | 3,90) 3 
3,00 | 380 | 33 
-— = 
2 2,4 3,18 | 4421 9 8 
2,35 8,05 432 | = & 
—_ _ | 4,08 a 3 
| = + 
~ 2,27 3,00 | 425] 39 
2,27 3,06 | 415) oS 





Anmerkung: Die Tabelle zeigt erstens den Verdiinnungsfaktor 
und zweitens, daB der Einflu8 von HC! auf diesen gering ist. 








1) E. L. Kennaway u. I. Hieger, Biochemical. Jl. Bd, 21, S. 751 
(1927). 
*) Aus reinem Cystin (Merck). 





elle 05, nagiateny 


a ~ 
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2. (Versuch 2.) EinfluB der Verdiinnung bei gleicher 
Cysteinmenge durch Wasser (Blindprobe) und Tri- 
chloressigsiure. 


Werte korrigiert (Trichloressigsiureblindwert abgezogen). 
Theoretischer Jodverbrauch jeder Probe = 2,12 cem n/100-Jod. 








| 2 eem Cystein- 
lésung (2,7°/, | a) Verdiinnt 
salzsauer) ver- mit H,O 


b) Verdiinnt mit 
10°/, Trichlor- 














diinnt auf ccm alta wiciiaei 
‘“ 
2 2,35 —)¢ } 
4 2,55 2,60 | 
7 2,75 272183 
3,00 —\83 
12 3,05 3,15 | > § 
22 3,40 3,60 | S 
32 3,70 3,70 | > 





Die Tabelle zeigt, daB Trichloressigsiure keinen EinfluB auf den 
Verdiinnungsfaktor gegeniiber Wasser hat. 





3. (Versuch 3.) EinfluB der Verdiinnung, untersucht 
an Glutathionlésungen. 


Theoretischer Jodverbrauch jeder Probe = 1,23 cem n/100-Jod. 





1cem Glutathionlésung 
(1,6°/, salzsauer) verdiinnt 
mit HCl (2°/,) auf ecm 


Jodstirkemethode 
n/100-Jodverbrauch 











1 1,22 
1,28 

3 1,28 
6 1,35 
10 1,60 
1,57 


Die Tabelle zeigt, daB der Verdiinnungsfaktor fiir Glutathion- 
lésungen kleiner ist als der fiir Cysteinlésungen (vgl. I, 1). 
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4. (Versuch 5.) Einflu& der Verdiinnung bei der Jod- 

stirkemethode und der Tiipfelmethode, untersucht an 
Cysteinlésung. 

Theoretischer Jodverbrauch = 4,6 ccm n/100-Jod. 




















2 ecm Cysteinlésung n/100-Jodverbrauch 
(etwa 2,5°/o HClsauer) Stirke- Tiipfelmethode 
verdiinnt 
methode unkorrigiert | korrigiert 
a) Mit Wasser auf ecm | 
2 5,15 4,70 | 4,72 
. 5,8 4,7 | 4,81 
24 7,05 5,0 | 5,34 
42 7,9 6,0 | 6,59 
72 8,4 5,3 | 6,31 
2 8,9 5,5 | 6,65 
b) Mit Trichloressigsiure | 
(10 %/o) | 
8 5,5 4,7 | 4,81 
24 7,0 5,1 | 5,44 
42 8,35 5,7 | 6,29 
72 8,5 5,8 | 6,31 
82 9,5 5,5 | 6,65 





Die Tabelle zeigt, da& der Verdiinnungsfaktor bei der Tiipfel- 
methode kleiner ist als bei der Stéirkemethode. ‘Trichloressigsiiure hat 
auch hier keinen Einflub. 


5. (Versuch 7.) Kinflu8 der Verdiinnung an Leberextrakt. 


4 Rattenlebern (19,6 g) wurden 10—45 Minuten nach Toétung der 
Ratten in 20 cem 10°/,ig. Trichloressigsiure fixiert und noch dreimal mit 
je 20 eem 10°/, ig. Trichloressigsiure extrahiert. Gesamtvolumen= 84 ecm. 





20 ecm dieser n/100-Jodverbrauch 














Lésung ver- Tiipfelmethode 
diinnt mit H,O Stirke- _ 
auf ecm methode = = un- | korrigiert auf 
_korrigiert | Cystein | Glutathion 
20 3,61 (2,5—2,9) (2,78—3,18) | (2,66—3,06) 








100 4,21 2,5 3,9 3,8 


Die Tabelle zeigt den Verdiinnungsfaktor an Leberextrakten. Ver- 
suche an Muskel- und Hefenextrakten (Versuch 6, 8) zeigten dasselbe. 
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II. Einflu8 der Temperatur auf die SH-Titration. » 
6. (Versuch 14.) EinfluB der Temperatur, untersucht 
an Cysteinlésungen. 


Theoretischer Jodverbrauch = 4,66 ecm n/100-Jod. 
2cem Cysteinlésung mit 10°/,iger Trichloressigsiiure. 
n/100-Jodverbrauch. 








= Stirkemethode Tiipfelmethode korrigiert 
Verdiinnt | i i onveremananis a 
auf . | — 10°C | — 10°C 
ecm + 20°C 0°C bis + 20°C! 00°C bis 
— {Ee feet aa* *, 
8 64 | 51 | 48 51 50 4,5 
24 8,15 | 5,95 5,15 6,35 5,55 4,75 
72 92 | 7,8 5,4 71 06 | 6,5 5,0 








Der Verdiinnungsfaktor wird durch Temperaturabnahme wesentlich 
herabgedriickt. 


7. (Versuch 16.) Einflu8 der Temperatur, untersucht 
an Leberextrakten. 


150 g Schweineleber wurden 1—2 Stunden nach Totung des 
Schweins einmal mit 150 ccm 10°/,iger Trichloressigsiure extrahiert. Je 
10 cem des Filtrates wurden mit 10°/,iger Trichioressigsiure verdiinnt. 


n/100-Jodverbrauch. 











Ver: Stiirkemethode Tiipfelmethode 
omnes: paatrngsso 
auf ~ 00 | 
+ 20°C bis + 20°C — 10° bis — 15°C 
ccm = 26° ¢ 
10 62 | 4,2 4,6 unkorrigiert 3,8 
4,7 auf Cystein umgerechnet 4,0 
4.7 .. Glutath. . 3.9 
30 65 | 4,1 4,5 unkorrigiert 3,4 
4,9 auf Cystein umgerechnet 3,9 
4,7 ,, Glutath. a 3,7 
50 7,1 4,0 4,3 unkorrigiert 3,1 
5,0 aut Cystein umgerechnet 4,0 
4,7 ., Glutath. ” 3,6 








Der Verdiinnungsfaktor wird an Leberextrakten gleichfalls mit 
abnehmender Temperatur herabgedriickt. Versuche an Hefenextrakten 
ergaben das gleiche (Versuch 15). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXYV. 9 











130 R. Bierich und K. Kalle, 


III. Abnahme des Jodwertes beim Stehen der Trichloressig- 
saurenextrakte an der Luft. 


8. (Versuch 10.) Versuch an Hefenextrakt. 


100 g Hefe wurden mit 100 ccm einer 80° warmen 10 °/,igen Tri- 
chloressigsiure versetzt, verriihrt und 10 Minuten auf 60°C gehalten. 
Das Filtrat (124 eem) wurde bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 

Je 10 cem dieser Lésung verbrauchten: 











n/100-Jod 
Nach Zeit an 7 Ti Sienna : 
Stiirkemethode | | 
| unkorrigiert | korrigiert 
0 Stunden 4,2 | 3.8 3.88 
4, 3,7 | 3,1—3,4 sei 
48, 8,25 3,0 3,08 
4 Tage 2,45 2,0 2,08 
i , 1,85 1,5 1,58 
15, 1,0 ak - 











Der Jodwert sinkt mit zunehmender Zeit. Versuche an Leber- 
und Muskelextrakten (Versuch 11, 12) zeigten das gleiche. Reine Cystein- 
lésung (Versuch 9) nimmt nur unwesentlich ab. 


9. (Versuch 13.) Vergleich der Abnahme beim Stehen | 
des Leberextraktes an der Luft und bei Behandlung 
des Extraktes mit Q,,. 


40 g Schweineleber wurden mit 40 cem 10 °/,iger Trichloressigsiure, 
und dann noch drei weitere Male mit je 20 cem der Siure extrahiert. 

Gesamtvolumen des Filtrates = 104 cem. 

Zu jedem Versuch wurden je 20 cem dieser Lésung gebraucht. Zur 
Verhinderung des Schiumens wurden zu jeder Probe 2 Tropfen Octyl- 
alkohol, heh. 














ecm Ab- 
n/100-Jod| nahme 

a) Sofort titriert ohne Octylalkohol . . . .. . 9,02 -- 
b. 5 5 mit 9,36 0,00 
ec) Nach 3'/, Std. Stehen an rue Luft mit Octylalkohol 8,85 0,51 
d) ,, 3'/, ,, Durchleiten von N, one * 8,58 0,78 

mit Octylalkohol . : ae Sets ' 
e) Nach 31/, Std. - » ew - 6,82 2,54 


Die Abnahme der SH-Werte ist mit reinem O, 5mal gréBer als 
beim Stehen an der Luft. 


ease 
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IV. Zunahme der SH-Werte beim Stehen der Gewebe 


an der Luft. 
10. (Versuch 19.) 


Schweineleber, berechnet auf 10 g Gewebe. 


Leberversuch. 


(Stirkemethode.) 








Gewebe 
fixiert 


nach Zeit 


2N5 


1 
Dig 


4 Cy, 


24 ‘i 
48'/, ‘“s 


49 PP] 


Anmerkung: 


Gewebe bei ca. 20° C 
stehen gelassen 








verbrauch 


8,32 
8,90} 8,94 
9,61 
10,26 
1049 


10,55 


11,52 
11,75$11,19 
10,30 


11,94 
1225122 
12,51 


14,35 


Org. 
Gesamt-S als 


| mg BaSO, 


| si 
| 35,9$34,5 
| 32,9 
| 35,4 
| a2alor 
| 34.9 








Gewebe bei +5° bis 10°C 


stehen gelassen 


: asia | Org. 
n/100- - Gesamt-S als 
verbrauc mg BaSO, *, 


10,48 
10,10$10,40 


35,9 
) 31,3$33,8 
10,62 


34,1 


10,50 we 
a4 {r0.06 2a] 300 
9,83 29,3 
13,23 84,5 
isa 32,9'34,3 
13,29 35,5 
14,24 


13,67 $13,95 


Der Versuch zeigt, daB der Jodverbrauch mit der Zeit 
ansteigt, wiihrend die Gesamt-S-Werte nicht ansteigen. 
Bei Schweinezunge (Versuch 18) stieg der Jodverbrauch 
in 24 Std. von 1,17 auf 1,67 n/100-Jod an. 

Bei Hefe (Versuch 17) war nach 4 Tagen kein Anstieg 


festzustellen 


g* 
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11. (Versuch 24b.) Versuch an Schweineleber. 


Je 37 g Leber wurden 5 Minuten bis 28 Stunden nach Totung des 
Tieres 4 mal mit je 40 ccm 10 °/,iger Trichloressigsiure extrahiert. 

Je 40 cem der Filtrate wurden titriert: unverdiinnt oder verdiinnt 
mit 80 cem Wasser (auf 120 ccm). 


Werte umgerechnet auf 10 g Leber. 











Fixi Stirkemethode Verdi 
ees Verdiinnung n/100-Jod- ” ial : 
nach Zeit a nee aktor 
‘ unverdiinnt 9,83 
‘<a 8 fach verdiinnt 10,52 7 %/, 
7). Std. unverdinnt 11,56 
e 3 fach verdiinnt 12,82 11 
98 unverdiinnt 11,84 
a 3 fach verdiinnt 14,17 19,5 











Anmerkung: Der Verbrauch zeigt, daB mit zunehmender Zeit sowohl 
der Jodverbrauch wie der Verdiinnungsfaktor ansteigen. 


12. (Versuch 25.) 


Je 51,18 g Leber wurden bis 50 Stunden nach Toétung des Tieres 
4 mal mit je 40 ecm 10°/,iger Trichloressigsiure extrahiert. 

Je 40 cem des Filtrates wurden titriert unverdiinnt bzw. mit 80 cem 
Wasser auf 120 ccm verdiinnt. 


Versuch an Schweineleber. 


Werte umgerechnet auf 10 g Leber. 





Se] 2 Je 
25/3 |8 
ad o ‘> be 
Fixiert , > > 2 5 8 — ; 
_, .,| Verdiinnung| § +4 a a & Sullivanreaktion 
nach Zeit “4 2 5 = a 
e=| 8 |S 
meal ae > 
' unverdiinnt | 8,25 
8 Min. € f: . > » y= CO By 
8fach verd. | 8,86 | +16 ] 7,5 °), (+-) 

















Leber, aufbewahrt bei + 5° C 


unverdiinnt 


i. : 
o/s Std. | 38fach verd, 








8,70 
9,52 


+16 








) 
9,5 “lo | 


(+) 
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| 
| 
| 
} 
' 
} 


Titriert bei °C. 


Fixiert 


h Zeit Sullivanreaktion 
nae ei 


Verdiinnung 


i 


Verdiinnungs- 
faktor 








|| Stiirkemethode | 
| n/100-J-Verbr. 














Leber, weiter aufbewahrt bei +9,5° C 
unverdiinnt |) 8,72 


3fach verd.| 9,54 | +16 | 95°, | ++ etwa 60-100/1 000000 
Cystein 





Leber, weiter aufbewahrt bei + 15° C 


9,70 


unverdiinnt 
11,52 | +16 


aay | Q 
50*/, Std. 8fach verd. 


19 °/, 














18. (Versuch 27). Schweineleber. 


Je 31,27 g Leber wurden 3 Minuten bis 25 Stunden nach Tétung 
des Tieres 4mal mit je 40 cem 10 °),iger Trichloressigsaéure extrahiert. 

Je 40 cem der Filtrate wurden titriert unverdiinnt bzw. mit 80 ecm 
Wasser auf 120 cem verdiinnt. 


Werte umgerechnet auf 10 g Leber. 



































aq & LS . 
oh . t0 
es =. "D = 
Fixiert . >> a = 9 7 
_| Verdiinnung] § 4 mr s fo Sullivanreaktion 
nach Zeit os Es iS oR 
<>: © =e 
. © ™ Pa 
- Bx = _ 
M & ” » 
3 Mj unverdiinnt | 11,05 
m- | 8fach verd. | 11,79 | +19 | 6,7°, 0 
Leber, aufbewahrt bei +18°C 
. Sta unverdiinnt | 12,63 
6 ste. | sfach verd.| 14,15} +18 }12,0° > | 65-70 1000000 Cystein 
Leber, weiter aufbewahrt bei + 16° C 
25 Std unverdiinnt | 12,05 
tc. | sfach verd.| 13,97 | +16 |15.9° o | 80 1000000 Cystein 














14. (Versuch 28.) Schweineleber. 


Je 26,58 g Leber wurden 8 Minuten bis 6 Stunden nach Totung 
des Tieres 4 mal mit je 40 cem 10° ,iger Trichloressigsiure extrahiert. 
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Je 40 cem der Filtrate wurden titriert unverdiinnt bzw. mit 80 cem 
Wasser auf 120 cem verdiinnt. 


Werte umgerechnet auf 10 g Leber. 

















° : 0 t 
ge): | 
o om 
Fixiert S$ > ® 535 ; 
h Zei Verdiinnung g rs ns a Sullivanreaktion 
nach Zeit 2 S 5 5 S 

a=/ 5 | 38 
mM a = > 

3 Mi unverdiinnt 9,68 

™ | 3fach verd.| 10,49] +18 | 8,4°/, 0 








Leber, aufbewahrt bei + 37° C 











a | unverdiinnt | 10,52 
eeaND| 3fach verd.| 12,04 | +18 | 14,4°/, | 60/1000000 Cystein 
Leber, weiter aufbewahrt bei + 37° C 
unverdiinnt | 11,35 
6 Std. 8fach verd.}| 13,25 | +18 |16,7°/, | 60/1000000 Cystein 











Die Tabellen 12—14 inkl. zeigen, da8 mit zunehmender Zeit der 
Jodverbrauch und der Verdiinnungsfaktor ansteigen, wihrend gleich- 
zeitig die Sullivanreaktion auftritt. 























Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
XIX. Mitteilung. 


Von 
Martin Schenck und Henry Kirehhof. 
(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Februar 1928. 


Uber einige Versuche mit den Umlagerungsprodukten der 
Dioxime der Biliansaure und Isobiliansaure. 

Biliansiuredioxim, C,,H,,N,O;, laBt sich mit starker 
Schwefelsiiure zu einer isomeren Verbindung umlagern, fiir die 
man Strukturformel I annehmen kann. Die Stellung der Stick- 
stoffatome in den beiden Lactamringen ist hypothetisch, sie 
kénnten auch auf den anderen Seiten der CO-Gruppen sich 
befinden. Kocht man das Umlagerungsprodukt 1 Stunde lang 
mit 20°/,iger Salzséure, so labt sich aus der erkalteten Lisung 
auf umstiindliche Weise mit Hilfe einer Kupferverbindung ein 
Kérper isolieren, der der Zusammensetzung C,,H,,.N,O, entspricht 
und durch Aufspaltung eines Lactamringes (wahrscheinlich II] 
aus dem Ausgangsmaterial entstanden gedacht werden kann!) II). 





CO——NH COOH NH, 
| : 
CH, Ill CH CH, CH 
| C,,H,,: COOH C,,H,,:-COOH 
CH CH CH CH 
PF i OO al 7 
I COOH C-————CH, II COOH C CH, 
| | 
Il NH | NH 
| | 
COOH CH CO COOH CH CO 
a il al 
CH, CH, CH, CH, 
Biliansiiure-diisoxim, Biliansiiure-isoxim-aminocarbonsadure, 
Cy ,H,3N,0,. C,,H33N,Q,. 


1) Diese Zs. Bd. 166, S. 144 (1927). 
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Wir haben einige weitere Versuche mit dem Umlagerungs- 
produkt ausgefiihrt und dabei festgestellt, daB sich das Diisoxim 
unter bestimmten Bedingungen aus der salzsauren Lésung in 
Gestalt eines krystallinischen Chlorhydrats ausscheidet, aus 
welchem die freie Verbindung sich unschwer regenerieren laBt. 

Bei der Hochvakuumdestillation des Diisoxims geht zuerst 
in geringer Menge ein weifer krystallinischer Korper iiber, 
spiter resultiert als Hauptprodukt ein braunes Harz, das noch 
nicht niher untersucht ist. 

Versuche, das Umlagerungsprodukt mit KMn0, in alkali- 
scher Lésung zu oxydieren, sind noch im Gange; Oxydations- 
versuche mit CrO, in Eisessig fiihrten bisher nicht zu greif- 
baren Ergebnissen. Dagegen haben wir bei der EKinwirkung 
von Salpetersiture auf das Disoxim zwei krystallisierte Pro- 
dukte erhalten, von denen in dieser Mitteilung das eine be- 
schrieben werden soll, das auch aus dem Grunde bemerkens- 
wert erscheint, weil es blau gefirbt ist; es entspricht in der 
Farbe etwa dem Kupfersulfat (CuSO,+5H,0). Die Bildung 
des blauen K6rpers erfolgt unter dem EinfluB der Salpetersiiure 
bereits bei gewéhnlicher Temperatur, ohne daB eine nennens- 
werte Erwirmung der Lésung oder Gasentwicklung zu beob- 
achten ist. Das deutet darauf hin, daB das Reaktionsprodukt 
dem Ausgangsmaterial noch nahe stehen mu. Dafiir sprechen 
auch die Resultate der Analyse. Die Daten stimmen am besten 
zu dem Ausdruck C,,H,,N,O,, der sich also von der Formel 
des Diisoxims nur durch ein Minus von 2 Wasserstofiatomen 
unterscheidet. Von den 8 Sauerstoffatomen sind jedenfalls 6 in 
Gestalt von 3 Carboxylgruppen vorhanden, da sich die blaue 
Substanz dreibasisch titrieren liBt. Ferner darf man annehmen, 
daB die Lactamgruppierung des Ringes II intakt geblieben ist, 
denn zwei Verbindungen, die diese Gruppierung enthalten, im 
iibrigen aber stickstofffrei sind: das Isoxim der Desoxybilian- 
siure!) und das Isoxim der Isodesoxybiliansiure’) firben sich 
mit Salpetersiiure nicht blau, wahrend hingegen der durch Um- 


') Diese Zs. Bd. 166, 8. 143 (1927). 
®) Diese Zs. Bd. 172, S. 161 (1927). 
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lagerung des Isobiliansiiure-dioxims entstehende Kérper?), der 
ebenso wie Biliansiure-diisoxim 2 Lactamringe enthalten diirfte, 
eine solche Blaufirbung liefert, wenn diese auch anscheinend 
nicht so bestiandig ist wie beim Biliansiurederivat. Es ist somit 
sehr wahrscheinlich, daB bei der Bildung des blauen Stoffes 
die Lactamgruppe in Ring III eine Umwandlung erfahren hat. 
Nun legt die blaue Farbe des Produktes und seine Entstehungs- 
weise sofort den Gedanken nahe, daB es sich um eine Nitroso- 
verbindung handelt. Eine Nitrosoverbindung ist in der Gruppe 
der Gallensiuren bereits friiher einmal bei der Salpetersaure- 
oxydation eines Desoxycholséurederivates, nimlich der Diketo- 
siure C,,H,,0,, von H. Wieland und QO. Schlichting’) er- 
halten worden, allerdings nicht in analysenreinem Zustande. 
Unsere blaue Verbindung gibt eine nicht ganz typische Lieber- 
mannsche Reaktion und besonders deutlich positiv die Re- 
aktion von Angeli und Castellana. Nimmt man in dem 
blauen Stoff eine Nitrosogruppe an, so sind die Rollen der 
Sauerstoff- und Stickstoffatome damit festgelegt. Da das Re- 
aktionsprodukt, wie gesagt, 2 Wasserstoffatome weniger ent- 
halt als das Diisoxim, sollte man erwarten, daB es eine Doppel- 
bindung enthalt. Permanganat in sodaalkalischer Lésung wird 
aber nicht sofort, sondern erst nach einiger Zeit entfarbt. Es 








CH NO CO——NH 
Pt ie | 
H,C C CH, CH) 
|c..-C0OH C,H,» COOH 
C CH CH CHI 
ti oe ie ; 
Ill COOH C CH, IV CH, C CH, 
| NH NH 
| 
COOH CH CO COOH CH CO 
lll ll hig OP ot 
CH, CH, COOH CH, 
Blaue Verbindung, C,,H,,N,0O; Isobiliansiure-diisoxim, C,,H,,N,Q . 


miiBte also eine wenig reaktionsfihige, .verstecktes Doppel- 
bindung vorliegen, wahrscheinlicher ist aber das Vorhandensein 
einer Briickenbindung. Auf Grund des yorstehend Gesagten 


1) Diese Zs. Bd. 172, S. 16: 
*) Diese Zs. Bd. 134, S. 2 
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kénnte man dem blauen Koérper das Symbol Il] zuschreiben. 
das natiirlich nur eine Su rukturm 6; glich keit wiedergeben soll 


oxim wcontiadailit die nr wieder uae es l4Bt sich nur 
mehr ein farbloses krystallinis ches Produkt isolieren, das noc! 


nicht naher untersucht ist. Dasselbe gilt fiir einen weide: 
Stoff, der durch tiberschiissige Lauge aus dem blauen Kérpe: 


gebildet wird. Die blaue Substanz l48t sich : 
z. B. mit Zinkstaub und Eisessig oder mit Zinkstaub in am- 
moniakalischer Lésung. Auch diese Reaktionen. sowie noc? 
einige andere harren der weiteren Untersuchung. 

In der letzten Mitteilung*) hatten wir die Bereitung des 
Isobiliansiure-diisoxims ‘Formel IV besc 
wahnt, daB sich die Verbindung in 25° .iger SalzsZure list |» 
und daB diese Lisung beim Stehen | 
zufiigen, daB auch in etwas schwacherer SalzsAure 20° 


& 





Stoff sich lést, es scheidet sich aber dann beim Stehen eir 
Chlorhydrat aus, aus welchem, ebenso wie beim entsprechenden 


Biliansiurederivat, das freie Diisoxim leicht wieder regenerier: 
werden kann. Ferner war bereits hervor; : 
nach lstiindigem Kochen des Diisoxims mit Salzsdure an 
RiickiluBkiihler beim kr&ftigen Schiitteln der erkalteten Lisun 
eine krystallinische Ausscheidung erfolgt. Wir haben in diese 
Substanz zunachst eine eee aufgespaltene, der Bilians&ure- 
TE NE C; Hs. N,O, ern analoge Ver- 


aaa 
Vorze 
it 


% 


suchung ergab aber ber werkenswerterweise dad das Reaktions- 


diirfte aber eine tiefergreifende Zersetzung des Diisoxims beim 
‘cochen mit Salzsiure nicht stattgefunden haben, insbesondere 
Kochen mit Salzsiure nicht stattgefunden haben, : 

seine Absprengung ve ohlenstoffatomen. ie analvtischen 
k Absprengung von Kohlenstoffatomen. [he y 
Daten fiihren auf den Ausdruck C,,H,,.NO,Cl baw. C,H. NO, 
eHCl. Der Stoff verbraucht bei der Titration 4 Aguivalente 
NaOH (1 Aquivalent fiir HCl, drei fiir 3 Carboxylgruppen’. Es 


') Ob die Nitrosogruppe aus der Imidgruppe des La@otamringes oder 
aus der Salpetersdure stammt, lassen wir vorldufig dahingestelit. 
*) Diese Zs. Bd. 172, S. 167 (1927). 
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ist, daB die Lisung in 25°/,iger Salzsiure (1g in 10 ccm) 
beim Stehen eine weife krystallinische Masse ausscheidet, die aus 
einem Chlorhydrat des Diisoxims besteht. Die Krystallisation 
wurde abgesaugt (ohne Nachwaschen), gut abgepreBt, getrocknet 
und in viel heifem Wasser gelést. Beim Abkiihlen schied sich 
das freie Diisoxim vom Zersetzungspunkt 258° und in der friiher 
beobachteten Krystallform (,langgestreckte Rechtecke“) aus. 

0,1860 g Substanz (bei 120° getrocknet) lieferten 8,9 cem N bei 14‘ 
und 751,3 mm Hg. 

C,,Hs5,N,0, Ber. 5,83°/, N Gef. 5,63°/) N. 

1g Biliansiure-diisoxim brachte man mit 12 ccm Salpeter- 
siure (D. 1,4) zusammen, wobei eine klare, schwach gelb ge- 
farbte Lésung resultierte. Schon nach kurzer Zeit nahm die 
Fliissigkeit bei gewéhnlicher Temperatur eine blaugriine, spiter 
rein blaue Farbe an. Nach Verlauf von 10 Minuten setzte 
man eine reichliche Menge Wasser hinzu, wodurch eine weib- 
blaue, flockige Ausscheidung erfolgte. Nach 24 Stunden hatte 
sich die Fallung gut abgesetzt, sie wurde abgesaugt, mit Wasser 
gewaschen, getrocknet und in médglichst wenig Eisessig heiB 
gelést. Aus der Kisessiglésung krystallisiert der Stoff beim 
Stehen nur sehr langsam aus, beim Reiben mit dem Glasstab 
aber scheidet er sich schnell in Form eines hellblauen Krystall- 
mehls aus. Die Krystallisation saugte man ab, wusch sie mit 
Hisessig und krystallisierte sie dann aus miBig verdiinnter 
Kssigsiure (von 50°/, oder auch 30°/,) um. Es wurden so gut 
ausgebildete, derbe, blaugefirbte, vielfliichige Krystalle erhalten, 
die nach dem Zerreiben eine hellblaue Farbe zeigten. Die Aus- 
beute (an einmal umkrystallisiertem Stoff) betrug etwa 73°/, 
des Ausgangsmaterials, Der blaue Koérper enthilt kein Krystall- 
wasser und wurde fiir die Analyse bei 120° getrocknet. Im 
Schmelzréhrchen zersetzte er sich bei 230—232° unter Braun- 
firbung und Aufschiumen, nachdem bereits vorher eine gewisse 


Verfairbung eingetreten war. 
0,0946 g Substanz gaben 0,2048 g CO, und 0,0636 g H,0. 


0,1184 g 3 . 0,26138g .,  ., 0,0T94 g 
0,1186 g 2 .» 00,2617 ¢ ,, » 0,0787 g 
0,1197 g - » 0,2658¢_,, ». 0,0802 g 
0,1028 g - » 90,2283 ¢g ,, ,, 0,0695 g 


01166¢  ,, » 0,2609¢ .,  ,, 0,0782¢ 
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0,0823 g Substanz lieferten 3,9 com N bei 14,5° und 753,2 mm Hg. 
01712¢  ,. . 88 . « » 85° 4, 759,4 
C,,H4N,O; 
Ber. 60,22 °/, C 7,16 °/, H,O 5,86 °/, N 
Gef. 60,73 60, 21 60,20%, C 7,74 7,50 7,43°, H,O 5,79 5,37 
60,58 60,59 60,93 7,50 7,57 7,51 


Die etwas zu hohen Kohlenstoffwerte erklaren sich wohl 
daraus, daB die reduzierte Spirale nicht vollstindig zur Wirk- 
samkeit kam, da wegen der Schwerverbrennlichkeit der Sub- 
stanz von vornherein im Luftstrom, spiter im Sauerstofistrom 
verbrannt wurde. 

Die blaue Verbindung lést sich auch in Lauge mit blauer 
Farbe und die Farbung ist bestindig, vorausgesetzt dai kein 
Uberschu8 von Hydroxylionen zur Anwendung kommt. In 
letzterem Falle tritt bald Entfarbung ein 

Die direkte Titration des Stoffes (im gut verschlieSbaren 
GefaB unter Verwendung von Phenolphthalein als Indicator 
vorgenommen) dauerte etwas lange, da nur langsam Loésung 
—_ (Probe I). Der austitrierten Probe setzte man noch 

2 ccm n/10-NaOH hinzu und titrierte den Uberschu8 sofort 
mit n/10-HCl zuriick (1, a). Die Liésung war hiern 
blau gefairbt. Probe II wurde indirekt bestimmt, : 
von vornherein einen UberschuB von etwa 2 ccm an ened 
und sofort zuriicktitrierte. Auch hier zeigte die Lésung noch 
Blaufiirbung. Der Ubergang der Mischfarbe von Rot und 
Blau lieB sich ohne Schwierigkeit erkennen. 

I. 0,3161 g¢ Substanz verbrauchten 19,38 cem n/10-NaQOH. 
I,a. 0,3161 20,06 ecm 
II, 0,3288 20.97 cem 
C,,H,,N,O, (dreibasisch) 
Ber. 28,23°/, COOH Gef. 27,60 28,57 28,71°), COOH. 


Bs 


3 99 


Bei zwei anderen indirekten Bestimmungen war ein etwas 
eréBerer UberschuB von Lauge (I'l: 12 cem, IV: 4,5 ccm) ver- 
wendet worden und die Lisungen wurden erst zuriicktitr 
sie farblos bzw. schwach gelblich geworden waren, in beiden VF: illen 


rt. als 
war der Verbrauch an Lauge gréBer als bei den ersten Titrationen. 
III. 0,20380 g Substanz erforderten 18,45 cem n 10-NaQH 
Gef. 29,82° , COOH. 
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IV. 0,3264 g Substanz erforderten 21,70 ccm n/10-NaOH. 

Gef. 29,93°/, COOH. 

Molekulargewichtsbestimmungen wurden mit dem blauen 
Koérper noch nicht vorgenommen; erwahnt sei nur, daB be- 
absichtigt war, die MolekulargréBe nach Rast zu bestimmen, 
der Versuch scheiterte aber an der zu geringen Léslichkeit 
des Stoffes in geschmolzenem Campher. 

Beim Erwirmen der Substanz mit Phenol und konzen- 
trierter Schwefelsiure nach Liebermann entstand eine dunkel- 
olivgriine Lésung, auch beim Verdiinnen mit Wasser und 
Ubersiittigen mit Lauge blieb der braungriine Farbton be- 
stehen, wenn er sich auch wesentlich aufhellte. Eine Loésung 
des Stoffes in konzentrierter H,SO, gab auf Zusatz von Diphenyl- 
amin bereits bei gewdhnlicher Temperatur nach kurzer Zeit 
eine tief dunkelblaue Fiarbung (Angeli und Castellana). 
Beim Erwiarmen der blauen Substanz mit Phenylhydrazin in 
Hisessiglésung (Clauser) erfolgte nur eine minimale Gasent- 
wicklung. | 

2. Einwirkung von heiBer Salzsiure auf das Um- 
lagerungsprodukt des Isobiliansiuredioxims. Die Be- 
reitung des Isobiliansiiure-diisoxims geschah, wie in unserer 
letzten Mitteilung beschrieben. Das Produkt war nach dem 
Umkrystallisieren aus Kisessig + Wasser noch schwach briun- 
lich gefarbt und wurde in dieser Form fiir die Versuche 
verwendet. Zuniichst sei das Verhalten des Umlagerungs- 
produktes gegeniiber Salzsiiture bei gewohnlicher Temperatur 
beschrieben: es lést sich in 20°/,iger Salzsiiure (1 g in 40 ccm 
oder auch in einer geringeren Menge, etwa 20 ccm) klar auf, 
beim Stehen scheidet sich dann aber langsamer oder schneller 
ein weibes krystallinisches Chlorhydrat aus, das sich ebenso 
wie die entsprechende Biliansiureverbindung (vgl. oben) wieder 
in das freie Diisoxim zuriickverwandeln lit. Das so regene- 
rierte Diisoxim zeigte die friiher beschriebenen Krystallformen 
(Rhomben, deren spitze Ecken gerade abgeschnitten waren, mit- 
unter gleichseitige Dreiecke), der Zersetzungspunkt war etwas 
niedriger: 235—236° (friiher gefunden: 239—240°), wohl weil 
der Stoff, wie an der Fiirbung zu erkennen war, noch eine 
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geringfigige Verunreinigung enthielt. Trocknen bei 120°, wobei 
wieder, wie friiher, eine erhebliche Gewichtsabnahme erfolgte, 
die etwa 1+/, Molekiilen Krystallwasser entsprach. 

0,2063 g Substanz (lufttrocken) verloren bei 120° 0,0104 g an Gewicht. 

C.,H,.N,O, + 1'/, H,O Ber. 5,33°/, H,O Gef. 5,07°, H,0O. 

0,1918 g Substanz (bei 120° getrocknet) lieferten 9,4 ccm x - bei 16,5° 
uud 757,2 mm Hg. 

C.,,H3,N;0, Ber. 5,83°/, N Gef. 5,76°, N. 

2,5 g Dilsoxim liste man in 100 ccm 25°/,iger Salzsaure 
und kochte die Fliissigkeit 1 Stunde am RiickfluBkiibler. Nach 
Erkalten der Lésung erfolgte beim langeren Schiitteln in reich- 
licher Menge eine krystallinische Ausscheidung, die abgesaugt, 
abgepreBt und getrocknet wurde. Dann krystallisierte man 
sie aus 20°/,iger Salzsiure um (auf 1 g etwa 20 ccm), wobei 
lingeres Erhitzen vermieden wurde. Beim Erkalten schied sich 
der Stoff in ziemlich farblosen Tafeln bzw. Blattchen aus. Die 
Ausbeute (an umkrystallisiertem Material) betrug 1,13 g. Die 
Substanz enthalt Krystallwasser und zwar 1! , Molekiile be- 
rechnet auf die Formel C,,H,,.NO,C): 

0,2089 g Substanz (lufttrocken) verloren bei 120° 0,0105 g an Gewicht. 
C,,H,gNO,Cl + 11),H,O Ber. 4,96°, H,O — Gf. 5,03°, HO. 
In Schmelzréhrchen macht sich die Abgabe des Kryst 
wassers kaum bemerkbar, der Stott t sich, nach vor- 
hergehendem Sintern, bei etwa 248°. Fiir die folgenden Ana- 
lysen wurde das Material stets bei 120° getrocknet. Die 
Chlorbestimmung lieB sich ohne Veraschung direkt ausfiihren. 
da die Verbindung in etwa 10°, iger Tilienmen sich 

klar léste. 


© 
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0,0964 g Substanz gaben 0,1956 g COQ, und 0.0655 g H,O 
0.1092 ¢ ,, .  0,2230 ¢ 0,0735 g 
0,1654 g ‘i lieferten 3,7 ecm . bei 13,5° und 752.,5mm H 
0.1850 g . me Os. « w« & .» 1090,1 
0.3270 g * gaben 0.0890 g + hill 
C,,H,,NO,-HCl 
Ber. 55,63°, C 7,01°), H 2.71%, N 6,85°', C 
Gef. 55,85 55,71 7.60 7,938 2.64 2.78 6.73 


Die zu hohen Wasserstoffwerte tinden ihre Erklirung in 
dem Umstand, daB die zur Festhaltung des Chlors vor de 
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reduzierte Spirale gelegte Bleichromatschicht etwas kurz be- 
messen war. Die Acidititsbestimmungen (Phenolphthalein) 
lieBen sich direkt unschwer ausfiihren, da der Stoff leicht in 
Lésung ging. Probe II wurde nach Beendigung der direkten 
Titration mit 10 ccm n/10-NaOH versetzt und der Uberschut 
nach 15 Minuten zuriicktitriert (II, a). Dann gab man noch- 
mals 10 ccm n/10-NaOH hinzu, lieS die Loésung im ver- 
schlossenen GefiB 1%/, Tage stehen und titrierte sie hieraui 
zuriick (II, b). 

I, 0,1981 g Substanz verbrauchten 15,01 cem n/10-NaQH, die Forme! 
C.,H;,NO,Cl erfordert fiir 0,1981 g den Verbrauch von 15,30 cem n/10- 
NaOH (4 Aquivalente) oder von 19,13 cem (5 Aquivalente). 

IT. 0,1979 g Substanz verbrauchten 15,01 cem n/10-NaOH bzw. 
15,17 ccm (II, a) bzw. 15,54 cem (II, b). Ber. 15,29 ecm n/10-NaOH 
(4 Aquivalente) oder 19,11 cem (5 Aquivalente). 

Bei einem anderen Priparat wurde eine Bestimmung des 
Aminostickstoffs nach van Slyke vorgenommen und in drei 
Versuchen jedesmal eine bestimmte Menge Stickstoff erhalten. 
Wir nehmen an, dai der Lactamring II in gewissem Umfange 
eine Aufspaltung erfahren hatte und daB das Aufspaltungs- 
produkt (C,,H,,NO,,Ci) der Substanz beigemengt war; aus dem 
gefundenen N-Wert berechnet, hatte seine Menge etwa 20°/, 
betragen miissen. Dagegen schien dem Priparat, dessen 
analytische Daten oben mitgeteilt sind, die Verbindung 
C,,H,,NO,,Cl nicht oder nur in bescheidenem Ausmafe bei- 
gemischt zu sein, denn die erhaltenen Werte stehen in be- 
friedigendem EKinklang mit der Formel C,,H,,NO,Cl. Wir 


24°36 
haben auch versucht, aus dem Chlorhydrat C,,H,,NO,Cl 
die freie Verbindung C,,H,,.NO, herzustellen, es ist uns dies 
aber wegen der leichten Léslichkeit der letzteren bisher noch 


nicht gelungen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, die uns 
bei Ausfiihrung der vorstehenden Untersuchung durch Geld- 
mittel unterstiitzt hat, sprechen wir hierfiir unseren ergebensten 
Dank aus. 














Zur Kenntnis des Histidins. 


Peptidbildung durch Acylwanderung. 


(23. Mitteilung 
iber Umlagerung peptidihnlicher Stoffe.) 
Von 


Max Bergmann und Leonidas Zervas. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung, Dresden. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Februar 1928.) 


Eine charakteristische Kigenschaft der Proteine liegt in 
der Vielheit und Vielgestaltigkeit der Aminosiuren, welche 
bei ihrer Hydrolyse erhalten werden. Emil Fischers Meister- 
schaft war es vorbehalten, diese mannigfaltigen Bausteine wieder 
umgekehrt zu zahlreichen Peptiden und Peptidanhydriden zu- 
sammenzufiigen und sie so zu gleichartiger Betitigung ihrer 
ae-Aminocarbonsiuregruppen zu zwingen. Es legt im natiir- 
lichen Entwicklungsgang, daB die erste Periode der Peptid- 
chemie den Hauptwert auf die Ermittlung der gemeinsamen 
Gruppeneigenschaften der damals zuginglichen Peptide und 
Peptidanhydride legen muBte. Da aber gewiB jede einzelne 
Aminosiiure im Stoffwechsel, wie in der Kolloidchemie und 
Biologie der Peptide und Proteine ihre eigentiimlichen Spezial- 
funktionen zu erfiillen hat, muB es eine Aufgabe der gegen- 
wirtigen Proteinforschung sein, die individuellen Kigenschaften 
der einzelnen Aminosiuren einer vertieften chemischen Kenntnis 
zu erschlieBen. 

In friither mitgeteilten Untersuchungen haben wir eine 
Reihe neuer Spezialeigenschaften des Serins, des Cystins und 
des Arginins ermittelt. Die folgende Mitteilung gilt der Auf- 
gabe, unsere Kenntnis des Histidins zu erweitern. In der 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXV. 10 
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Absicht, die Funktionen des Imidazolkernes zu_ studieren, 

wendeten wir uns solchen Histidinderivaten zu, welche den 

Rest einer anderen Aminosaure peptidartig in den Imidazol- 

ring des Histidins eingefiigt enthalten. Als Ausgangsmateria| 

lieB sich ein Hippuryl-benzoyl-l-histidin-methylester der Forme! | 
NH-COC,H, 


CH-—C-CH,.CH-COOCH, 
eS + NH,-CH,-COOH 





N N 
NZ 
GH 
COCH,-NH-COC,H, 
I 
CH—C—CH,-CH-COOCH, CO-CH,-NH-COO,H, 
= | | | oe 
HN  N NH-COC,H, | NH-CH,-COOH 
aa ll 
CH 
7 III 
NH-COC,H, NH-COC,H, 
| 
CH—C-CH,-CH-COOCH, | CH—C-CH,-CH-COOCH, 
| | Ld 
N N N N 
KZ e 
GH | GH 
COC,H, COCH, 
IV V 


leicht gewinnen. Schon bei der Untersuchung dieses sub- 
stituierten Histidinesters sind wir einer merkwiirdigen Um- 
setzung begegnet. 

Es ist aus den Untersuchungen von O. GerngroB}) be- 
kannt, daB 2fach acylierte Histidinester yom Typus des Di- 
benzoyl-histidinesters IV ihr Acyl aus dem Imidazolring bei 
Gegenwart von Wasser leicht hydrolytisch abspalten. Wir 
haben nun festgestellt, daB der Acylrest noch leichter als 
durch Wasser durch Aminosiuren aus dem Imidazol- 
kern derartiger Histidinderivate abgespalten und yon der 
zugesetzten Aminosiiure siureamidartig gebunden 
wird. Die Reaktion wird durch Wasser nicht gestirt. Als 
wir das Hippuryl-histidinderivat der Formel I mit Glykokoll- 


') Diese Zs. Bd. 108, S. 50 (1919). 








——— - 
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natrium in Wasser bei Zimmertemperatur umsetzten, erhielten 
wir in betrachtlicher Menge das Benzoylderivat des Glycyl- 
glycins (III) neben Benzoyl-histidin-methylester (II). Hier war 
also unter Wanderung des Hippursiurerestes aus dem Histidin 
zum Glykokoll Peptidbildung erfolgt. 

Ganz abnlich bekamen wir aus dem Acetyl-benzoy]-histidin- 
methylester der Formel V mit Arginin in wiafriger Lisun 
ein Monacetyl-d-arginin, mit Glykokoll in waBriger Lisuns 
Acetursadure, mit Glykokollester den Acetursiureathyl- 
ester. Im letzten Versuch haben wir in wasserfreiem Lésungs- 
mittel gearbeitet, um uns zu iiberzeugen, da® die Acylwande- 
rung aus dem Histidin nach einer anderen Aminosaure auch 
ohne Gegenwart von Wasser vonstatten geht. 

Man versteht unter Acylwanderung gewdhnlich die Er- 
scheinung, daB sich ein Acyl innerhalb eines Atomkomplexes 
von einer Haftstelle zur anderen verschiebt. Bei unseren Bei- 
spielen wandern dagegen Acyle aus einer Stickstoffbase in die 
andere. Der Vorgang ist etwa vergleichbar der bekannten 
Erscheinung der Umesterung. Dabei bleibt aber bemerkens- 
wert, daB wir einen hohen Betrag der a hasan 
obwohl wir auf héhere Temperatur und Anwendung vou Kataly- 
satoren yerzichten und die zweite Aminosiiure nicht im Uber- 
schuB, sondern nur in Aquivalenter Menge anwenden. Offen- 
bar spricht hierbei die verschiedene Basizitat der beiden in 
Konkurrenz tretenden Stickstotigruppen mit. 

Wir erhalten hier mit Hilfe des Histidins Verbindungs- 
typen, deren Bildung dem Organismus wohl vertraut ist. Wir 
kennen heute (mit Ausnahme der auf bestimmte Falle be. 
schrinkten Erlenmeyer-de Jongschen Reaktion) keinen 
anderen Weg, welcher uns die Entstehungen von Peptiden 


~ 


und acylierten Aminosiuren unter biologisch méglichen Be- 
dingungen ebensogut verstiindlich machen kénnte. Es scheint 
uns darum méglich, daB unser Reaktionsmechanismus 
jenem Wege liegt, den der Stoffwechsel fiir seine Zwecke be- 
schreitet. 

Wir haben uns auch die Frage vorgelegt. ob auSer dem 
Histidin andere Verwandte des Imidazols und ferner Ab- 


oR OQ 


10* 
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kémmlinge des Pyrimidins ahnliche Acylwanderungen auslisen 
kénnen. In der Tat hat uns Benzoyl-theobromin (VJ) bei der 
Wechselwirkung mit Glykokollnatrium zu Hippursdure (VII) 
neben freiem Theobromin gefihrt. 








CoH,CO-N CO 
| 
VI CO C—N(CH,) + NH,-CH,COOH 
aio 4a——— 
Vil = C,H,O,N, + C,H;,CO-NH-CH,COOH . 


Zum Schlu8 weisen wir darauf hin, daB zum Auffangen 
des wandernden Acyls nicht nur Aminosiuren befihigt sind: 
z. B. haben wir mit Hilfe eines Acetyl-histidinderivates Tetracety |- 
glucosamin in Pentacetylglucosamin umgewandelt. Wir werden 
dariiber bei anderer Gelegenheit berichten. 


Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft haben 
wir wieder fiir die Gewahrung von Mitteln unseren ehrerbietigste: 
Dank auszusprechen. 


Hippuryl-benzoyl-histidin-methylester (1). 


l,a-Benzoylamino-f-[1-benzoylaminoacetyl-imid- 

azolyl-4(5)]-propionsauremethylester. 

7,5 g Benzoyl-l-histidin-methylester') und 2,7 g Hippur- 
siurechlorid ('/, Mol.) wurden mit 300 ccm trockenem Benzol 
48 Stunden bei 20° geschiittelt. Dann wurde abgesaugt und 
sofort mehrmals mit viel heiBem wasserfreien Chloroform nach- 
gewaschen. Es hinterblieben auf dem Filter 2,5 g salzsaurer 
Benzoyl-histidinester. Die vereinigten Filtrate wurden ohne 
Riicksicht auf eine entstandene Ausfillung unter geringem 
Druck und AusschluB von Feuchtigkeit verdampft, der hinter- 
bleibende Sirup wieder in Chloroform aufgenommen, schnell 





'!) O. Gerngro8B, Diese Zs. Bd. 108, 8. 50 (1919). Das Drehungs. 
vermégen dieses Esters ist in der Literatur nicht angegeben, Wir haben 
es bei einem unserer Priiparate in n/5-Salzsiiure zu 

ae — 3,05° x 4,0955 
lal? = 
1 x 1,0063 x 0,1985 





= — 62,40° 


gefunden. 
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mit etwas eiskaltem Wasser zur Entfernung einer weiteren 
Menge des eben genannten salzsauren Esters durchgeschiittelt 
und der Chloroformteil sofort 3—4 Minuten mit Chlorcalcium 
geklirt. Als jetzt wieder das Chloroform unter geringem 
Druck bei FeuchtigkeitsausschluB verjagt wurde, erstarrte der 
Riickstand allmihlich krystallinisch. Ausbeute nach dem 
‘Trocknen auf Ton und iiber Phosphorpentoxyd 3 g, entsprechend 
50 °/, der Theorie. 

Zur Analyse wurde aus heiBem Chloroform umkrystalli- 
siert und bei 78° und 0,3 mm iiber Phosphorpentoxyd ge- 
trocknet. 

4,222 mg Substanz gaben 9,810 mg CO, und 1,991 mg H,0O. 


2,465 mg m » 0,274 ceem N (21°, 762 mm, nach Preg]). 
C,3H,,0;N, (434,21) Ber. C 63,579, H5,11°%, N 12,90°%, 
Gef. ,, 63,37 . 5,28 . 12,94 


Biischelfoérmig angeordnete Nidelchen vom Schmelzp. 157° 
(korr.) Schwer léslich in fast allen gebriiuchlichen organischen 
Lésungsmitteln mit Ausnahme von hei’em Chloroform. Mit 
Diazobenzolsulfosiure entsteht unter den iiblichen Bedingungen 
zunichst keine Farbung, aber nach einigen Minuten setzt rasch 
zunehmende Rétung ein. Lat man das Priparat in reinem 
Wasser stehen und fiigt nach 15 Minuten alkalische Diazo- 
benzolsulfosiure zu, so erfolgt unmittelbare tiefrote Farbung 
als Zeichen eingetretener Abspaltung des Hippurylrestes aus 
dem Imidazolkern. 


Wanderung des Hippursaurerestes vom Benzoylhistidinester 
zum Glykokoll. 

2 g¢ Hippuryl-benzoyl-histidinester wurden in 50 ccm 
warmem trockenem Chloroform gelést und diese Liésung nach 
dem Abkiihlen mit der Auflésung von 0,35 g Glykokoll in 
4,65 ccm n-Natronlauge (1 Mol.) bei Raumtemperatur 12 Stunden 
geschiittelt. Dann lieBen sich aus dem Chloroformteil 1,1 g 
Benzoylhistidinester vom Schmelzp. 156° gewinnen. Die waBrige 
Schicht gab nach dem Ansiiuern mit 5 ccm n-Saizsiiure und 
dem Einengen unter vermindertem Druck 0,45 g Benzoyl- 
glycylglycin (entsprechend 35°/, der Theorie), das nach ein- 
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maliger Krystallisation aus Wasser den richtigen Schmelz- 
punkt 211° (korr.) zeigte. 

Zur Analyse wurde bei 78° und 0,1 mm iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. 

4,078 mg Substanz gaben 8,318 mg CO, und 1,920 mg H,O. 


3,910 mg . 5 0,417 cem N (24°, 743 mm, nach Preg)). 
C,,H,,0,N, (236,1) Ber. C 55,90°/, H5,18°/, N 11,87°, 
Gef. ,, 55,60 y 3,27 » 11,98 


Acetyl-benzoyl-l-histidinester (V). 


l,c-Benzoylamino-§-[l-acetyl-imidazolyl-4 (5)]- 

propionsdure-methy lester. 

1 g Benzoyl-l-histidin-methylester wurde mit 5 ccm Kssig- 
siureanhydrid 2—3 Minuten gekocht, die Fliissigkeit abgekiihlt 
und mit wasserfreiem Ather versetzt. Dabei fiel der acety- 
lierte Ester in 6 seitigen mikroskopischen diinnen Platten aus, 
Ausbeute 1,0 g, Schmelzp. 168° (korr.). 

Zur Analyse wurde nochmals aus wenig warmem Athyl- 
alkohol umkrystallisiert und die erhaltenen, jetzt prismatisch 
ausgebildeten Krystalle bei 78° und 0,5 mm iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. 


0,1361 g Substanz gaben 0,3038 g CO, und 0,0657 g H,0. 


3,002 mg = 5, 0,357 cem N (21°, 745 mm, nach Preg)). 
2,800 mg ” (anderes Priaparat) gaben 0,328 com N (20°, 


754 mm, nach Preg)). 
C,,H,,0,N, (315,16) Ber. C 60,92°, H 5,44%, N 18,33 °%, 

Gef. ,, 60,88 5,40 ,, 18,58 

r a — » 18,54 
Der acetylierte Ester lést sich reichlich in Eisessig, Aceton 
und Chloroform, leicht in heiSem Alkohol und heiBem Kssig- 
ester. Mit Diazobenzolsulfosiure gibt er zunichst keine Farbung, 
aber allmahlich tritt infolge von Abspaltung des Acetyls Rot- 
firbung ein, die schon nach ?/, Stunde recht stark geworden ist. 
Acetylabspaltung: 0,5 g Acetyl-benzoylester wurden 
in heiBem Wasser gelést und etwas verdiinntes Ammoniak zu- 
gefiigt. Nach 1 stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde 
unter geringem Druck stark eingeengt, wobei 0,4 g (iiber 90 °/) 


Eo, shat : 























Zur Kenntnis des Histidins. 151 


der Theorie) Benzoyl-histidinester vom Schmelzp. 158—159° 
(korr.) erhalten wurden. Bei der gleichen Temperatur schmolz 
ein Gemisch unseres Priparates mit dem Benzoyl-l-histidin- 
ester, wie er nach der Vorschrift von GerngroB erhalten 
wird. Bei der optischen Untersuchung zeigte unser Priparat 
[elgte 2,88° x 1,8963 
~-D “1X 1,0063 x 0,0926 
Demnach ist bei der Acetylieruug des Benzoyl-l-histidinesters 
und bei der nachfolgenden Wiederabspaltung des Acetyls nur 
geringe Racemisation eingetreten. 
Umsetzung mit d-Arginin zu Acetyl-d-arginin: 
1,5 g Acetyl-benzoylester wurden, in 30 cem Chloroform gelést, 
mit einer Liésung von 0,85 g d-Arginin in 6 ccm Wasser 
24 Stunden bei 20° geschiittelt, dann das ganze unter ge- 
ringem Druck verdampft, in etwas Aceton gelést und wieder 
verdampft. Als jetzt mit 6 ccm eiskaltem Wasser aufgenommen 
wurde, blieben 1,2 g Benzoyl-histidinester vom Schmelzp. 158 
bis 159° (korr.) ungelést. Aus dem Filtrat wurden durch 
Fallen mit der 3fachen Menge Aceton 0,55 g Monacetyl- 
d-arginin erhalten und aus der Mutterlauge noch weitere 0,05 g, 
so daB die Ausbeute auf 55°/, der Theorie stieg. Der Schmelz- 
punkt des krystallwasserhaltigen Praparates lag bei 120°. 
Nach dem Entfernen des Krystallwassers wurde gefunden : 


= — 58,6° (in n/5-Salzsiiure). 


2,480 mg Substanz gaben 0,568 cem N (22°, 749mm, nach Preg)). 
C.H,,0,N, (216,16) Ber. N 25,92 °%, Gef. N 26,12°),. 
+ 0,26° x 3,8358 


lc -—_____. = + 7,99 (in Wasser) . 
Sol iad 1,0011 x 0,1254 “—— -” 


Das entspricht alles den Konstanten, die wir an anderer Stelle 
fiir ein durch Acetylierung von d-Arginin mit Essigsiure- 
anhydrid erhaltenes reines Monacetyl d-arginin mitteilen werden. 

Umsetzung mit Glykokoll zu Acetursiure: 3g 
Acetyl-benzoyl-histidinester in 60 com Chloroform wurden mit 
der Lésung von 0,75 g Glykokoll in 5ccm n-Natronlauge 
14 Stunden bei Zimmertemperatur geschiittelt. Aus der Chloro- 
formschicht konnten dann 2,4 g Benzoyl-histidinester vom 
Schmelzp: 158—159° (korr.) isoliert werden. Die wiaBrige 
Schicht wurde mit 10 ccm n-Salzsiiure angesiiuert und stark 
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eingeengt; dabei schieden sich 0,7 g Acetursiure (65°/, der 
Theorie) in dicken mikroskopischen Tafeln vom Schmelzp. 205° 
(unkorr., korr. 210°) ab. Die Aceturséiure wurde zur Analyse 
nochmals aus Wasser krystallisiert und bei 100° und 0,5 mm 
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

2,485 mg Substanz gaben 0,257 com N (23°, 757 mm, nach Preg)). 

C,H;O;N (117,06) Ber. N 11,97°/, Gef. N 11,88 °%,. 

Umsetzung mit Glykokollester. 1,5 g Acetyl-benzoyl- 
histidinester wurden in 25 ccm wasserfreiem Chloroform gelést 
und mit 0,5 g scharf getrocknetem Glycinester versetzt. Nach 
14stiindigem Aufbewahren bei 20° wurde unter geringem 
Druck auf die Hialfte eingeengt und mit viel wasserfreiem 
Ather versetzt. Nach einiger Zeit hatten sich 1,05 g Benzoy]- 
histidinester abgeschieden vom Schmelzp. 158—159° (korr.). 
Die Mutterlauge wurde zur Trockne gebracht, in wasser- 
freiem Ather aufgenommen, um weitere 0,1 g Benzoyl-histidin- 
ester abzufiltrieren, und nun im Exsiccator iiber Chlorcalcium 
verduustet und 1—2 Tage bei 0° aufbewahrt, wobei Krystalli- 
sation von Acetursiure-iithylester erfolgte. Nach dem Ab- 
streichen auf Ton wog er 0,35 g und nach Krystallisation aus 
einem Gemisch von Ather und Petrolither schmolz er bei 
46—47°, 

8,380 mg Substanz gaben 0,290 cem N (24°, 747mm, nach Preg)). 

C,H,,0,N (145,1) Ber. N 9,65°,  Gef. N 9,69%). 


Wanderung von Benzoyl aus Benzoyl-theobromin zum 
Glykokoll. 

Benzoyl-theobromin: Seine Gewinnung ist schon in 
der Patentliteratur+) beschrieben, wobei Theobrominnatrium 
mit Benzoylchlorid umgesetzt wird. Wir haben fiir denselben 
Zweck heobrominsilber verwendet. 

6 g sorgfiltig gepulvertes und bei 130° im Hochvakuum 
getrocknetes Theobrominsilber wurden mit der Lésung von 
3g Benzoylchlorid in 100 ccm wasserfreiem Toluol */, Stunde 
zum Sieden erhitzt und dann heiB vom gebildeten Chlorsilber 
abfiltriert. Beim Abkiithlen des Filtrats schied sich das Benzoyl- 





') Knoll & Co., D.R.P. 252641 (1911). 
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theobromin in biischelfoérmig angeordneten Nadeln aus. Aus- 
beute 4g. Nach dem Umkrystallisieren aus heiBem Toluol 
schmolz die Benzoylverbindung bei 210° (korr.,). 

2,700 mg Substanz gaben 0,470 cem N (22°, 752mm, nach Preg)). 

C,,H,,0,N, (284,1) Ber. N 19,72 °, Gef. N 19,93 °%,. 

Umsetzung mit Glykokoll: 1,5 g fein gepulvertes 
Benzoyl-theobromin wurden mit der Lisung von 0,4 g Glykokoll 
in 10,65 com n/2-Natronlauge 14 Stunden bei 20° geschiittelt. 
Dabei wandelte sich ‘die urspriingliche Benzoylverbindung in 
freies Theobromin um, das ungelést blieb, 0,9 g entsprechend 
95 °/, der ‘Theorie. 

2,025 mg Substanz gaben 0,550 cem N (21°, 755 mm, nach Preg)). 

C,H,O,N, (180,09) Ber. N 31,11°,  Gef. N 31,33. 

Das Filtrat vom Theobromin gab beim Ansauern mit 
2 ccm 5n-Salzsiure 0,72 g Hippursiure entsprechend 75°), 
der Theorie. Die Siure war schon ziemlich rein und schmolz 
nach einmaliger Krystallisation aus Essigester bei 190° (korr.). 
Kine Mischung mit kauflicher Hippursiure schmolz bei der 
gleichen T’emperatur. 

0,1143 g Substanz gaben 0,2519 g CO, und 0,0522 g H,0. 

2,670 mg ‘és 5» 0,180 eem N (20°, 759 mm, nach Preg)). 


C,H,0,N (179,08) Ber. C 60,31 °/, H 5,07 °/, N 7,82 °/, 
Gef. ,, 60,11 » dll y 7,84 














Notiz iiber Synthese eines d,l-Histidyl-glycin. 


(24. Mitteilung 
iiber Umlagerungen peptidahnlicher Stoffe.) 
Von 
Max Bergmann und Leonidas Zervas. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Lederforschung, Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Februar 1928.) 


Es hat bisher an einem Verfahren gefehlt, Histidin mit 
seinem Carboxyl in Peptidbindung iiberzufiithren. Wir helfen 
diesem Mangel ab, indem wir das Verfahren der Peptidsynthese 
aus acetylierten Aminosiuren’) auf das Histidin iibertragen. 
Acetyl-d,l-histidin (I) geht beim ganz kurzen Erwirmen mit 
Kssigsiureanhydrid teilweise in ein von uns nicht isoliertes, 
hoher acetyliertes Umwandlungsprodukt itiber, das wir als ein 
Anhydrid, vielleicht von der Formel II, auffassen, weil es mit 
Aminosiureestern unter Peptidbildung kuppelt und weil es mit 
d-Arginin Acetyl-d-arginin liefert.2) Wir haben zuniachst die 
Kuppelung mit Glycinester durchgefiihrt und den Acetylhistidyl- 
glycinester (III) untérsucht. Er gibt bei vorsichtiger Spaltung 
mit verdiinnter Salzsiure unter Abspaltung von Acetyl und 
Athyl das Dipeptid d,l-Histidyl-glycin (IV). 


CH=C-CH,:CH-COOH ‘on tek wk 
| | | | | 
NH N NH CH,CO-N N N O 
a aan \Z a 
CH COCH, CH C-CH, 
I II 





1) M. Bergmann, F. Sternu. Ch. Witte, Liebigs Ann. der Chem. 


Bd. 449, S. 277 (1926). 
2) Es handelt sich hier um eine Acylwanderung im Sinne der voran- 


stehenden Mitteilung. 
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aaa -CH, 5 salads cH, CH=C.CH,-CH-CO-NH-CH, 
| | | | | 
NH N NH COOC,H, NH N NH, COOH 
Vt | a 
CH COCH, OH 
Il IV 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
wir fiir die Gewihrung von Mitteln unseren ehrerbietigsten 
Dank aus. 


Acetyl-d,l-histidyl-glycinathylester (ILI). 

10 g sorgfaltig gepulvertes und bei 100° getrocknetes 
Acetyl-d,l-histidin’) wurden mit 50 ccm Essigsaéureanhydrid 
2+/, Minuten im Bad von 100° unter Umschiitteln erwirmt, 
dann sofort auf etwa 40° abgekiihlt und unter vermindertem 
Druck aus einem Bad von nicht iiber 60° unter Ausschlub 
von Wasser vollstindig eingedampft, mehrmals mit je 25 ccm 
wasserfreiem Benzol aufgenommen (wobei nicht alles in Lésung 
ging), und immer wieder verdampft. SchlieBlich wurde erneut 
in 25 ccm Benzol gelést und zu einer Lésung von 25 g 
Glykokollithylester (5 Mol.) in wasserfreiem Ather zugegeben. 
Es fiel sofort ein Sirup aus, der nach einigem Stehen mit 
sternférmig angeordneten Nidelchen durchsetzt war. Nach 
etwa 8 Stunden wurde, so gut es ging, abgesaugt, der im 
Reaktionsgefa8 zuriickgebliebene Sirup zugleich mit den ab- 
filtrierten Krystallen in warmem, absolutem Alkohol auf- 
genommen, verdampft und wieder in der eben nétigen Menge 
siedendem Alkohol gelést. Wihrend mehrerer Stunden schieden 
sich bei 0° 5 g Acetyl-histidyl-glycinester ab, die zur Analyse 
nochmals aus wenig Alkohol krystallisiert und bei 78° und 
0,5 mm iiber Phosphorpentoxyd getrocknet wurden. 

4,816 mg Substanz gaben 8,960 mg CO, und 2,811 mg H,O. 

2,150 mg a » 0,376 cem N (23°, 759 mm, nach Preg)). 

C,,H,.0,N, (282,17) 
Ber. © 51,03°/, H 6,43°%, N 19,86%, 
Gef. ,, 50,74 , 6,53 »» 20,14 . 





1) Die Herstellung dieser Verbindung und die Gewinnung von 
Acetylderivaten anderer racemisierter biologischer Aminosiuren werden 
wir in einer demniichst erscheinenden Mitteilung beschreiben. 
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Der Ester schmilzt bei 182° (korr.). Er lést sich ziemlich 
leicht in Wasser, viel schwerer in kaltem Methyl- und Athyl- 
alkohol und sehr schwer in den anderen iiblichen organischen 
Mitteln. Mit Diazobenzolsulfosiure gibt er in sodaalkalischer 
Lésung eine starke Rotfairbung. 

Bei der eben beschriebenen Synthese diirfen betrichtliche 
Mengen Acetursiureester durch Wanderung von Acetyl aus 
dem Histidin zum Glykokoll entstanden sein. Wir haben aber 
nicht danach gesucht. 


d,l-Histidyl-glycin (IV). 

8 g des eben beschriebenen acetylierten Esters wurden 
mit 160 ccm n-Salzsiure 35 Minuten im Bad von 130° riick- 
flieBend gekocht, dann mit Wasser verdiinnt, unter vermindertem 
Druck zur Trockne gebracht und nochmals mit Wasser unter 
geringem Druck eingedampft, immer bei méglichst niedriger 
Temperatur und gutem Vakuum. Dann wurde nach dem Silber- 
sulfatverfahren der Chlorwasserstoff entfernt und das geliéste 
Dipeptid ins Pikrolonat iibergefiihrt. Dafiir wurde die wiaBrige 
Lésung mit einer alkoholischen Lésung von 8g Pikrolonsiure 
versetzt, unter geringem Druck zur Trockne eingedampft und 
aus kochendem Wasser umkrystallisiert. So wurde das pikrolon- 
saure Salz in Form langer gelber Nadeln und einer Menge 
von 6,8 g erhalten. Schmelzp. 213° (korr.) unter Zersetzung. 

Zur Umwandlung ins freie Dipeptid wurde das Pikrolonat 
in warmem, wiBrigem Alkohol gelést, mit 20 com 5n-HCl ver- 
setzt, von der abgeschiedenen Pikrolonsaure filtriert und noch 
mehrmals ausgeiithert, dann der wiBrige Teil, nach Zusatz von 
weiterem Wasser zur Verdiinnung der Séiure, unter geringem 
Druck bei nicht zu hoher Temperatur und méglichst gutem 
Vakuum zur Trockne gebracht und noch mehrmals mit Wasser 
eingedampft. Jetzt wurde wieder in Wasser gelést, der Chlor- 
wasserstoff nach dem Silbersulfatverfahren entfernt, unter ge- 
ringem Druck stark eingeengt und das Dipeptid mit absolutem 
Alkohol in Form sechsseitiger Prismen ausgefallt. Ausbeute 
0,8 g. Aus der Mutterlauge wurden durch Zusatz von Ather 
noch weitere 0,15 g gewonnen, zusammen etwa 48°/, d. Th. 
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Zur Analyse wurde aus wenig Wasser krystallisiert und 
bei 78° und 0,5 mm iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 
4,075 mg Substanz gaben 6,734 mg CO, und 2,146. mg H,0. 


0,1165 g ‘a »  0,1923 g CO, und 0,0598 g H,0. 
2,380 mg ‘ » 0,561 cem N (23°, 744 mm, nach Preg)). 
C,H,,0,N, (212,18) Ber. © 45,259, HH 5,70°%, N 26,41%, 
Gef. ,, 45,07 , 5,89 , 26,61 
» 45,02 ) DT. 


d,l-Histidyl-glycin schmilzt beim Erhitzen im Capuillarrohr 
gegen 235° (korr.) unter Braunfirbung und Aufschaumen. Es 


lést sich miBig in kaltem Wasser, leicht in warmem. In *, 
Alkoholen ist es sehr schwer léslich. Es schmeckt sib. Mit 
Phosphorwolframsiure gibt es einen schwer ldslichen Nieder- 

schlag, der in Prismen krystallisiert. Frisch gefalltes Kupfer- 

oxyd wird mit blauer Farbe gelést. Mit Diazobenzolsulfosiure 

entsteht sofort eine blutrote Farbung. 











Uber Ammoniakbildung bei der Belichtung der Netzhaut. 
Von 
Hans Résch und Walter Te Kamp. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


es 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiclogie der Universitit Frankfurt,) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Februar 1928.) 


Vor kurzem konnte gezeigt werden’), da8 die Tatigkeit 
isolierter Froschmuskeln mit Ammoniakabspaltung verbunden 
ist und daS unter giinstigen Bedingungen beim nachtriglichen 
Ausruhen der Muskeln das Ammoniak wieder zum Verschwin- 
den kommt.?) Es konnte ferner dargetan werden, da die 
Quelle dieses Ammoniaks in einer ganz bestimmten Substanz, 
nimlich der Adenosinphosphorsiéure zu suchen ist’), die bei der 
Desaminierung in Inosinsiure umgewandelt wird.*) Schon 
friiher war des 6fteren, in besonders einwandfreier Weise von 
Gad-Andersen®), gezeigt worden, daB beim Absterben der 





') G. Embden, Vortrag, gehalten auf der 89. Vers. d. Gesellsch, 
deutscher Naturforscher u. Arzte, 1926, in Diisseldorf; Ref. i. d. Miinchner 
med. Wochenschr. 1926, S. 860 u. i. d. Berichten iiber die ges. Physiol. 
Bd. 38, 8. 157 (1927); Derselbe, Klin. Wochenschr. S, 628 (1927); I. K. 
Parnas u. Wi. Mozolowski, Biochem. Zs. Bd. 184, 8. 399 (1927); 
Dieselben, Klin. Wochenschr. S. 998 (1927). S. 560. 

*) G. Embden, Klin. Wochenschr. S. 628 (1927); Derselbe, Vor- 
trag geh. bei d. Tag. d. Deutschen physiol. Gesellschaft, 1927, ref. i. d. 
Berichten iib. d. ges. Physiol., Bd. 42 (1927). 

5) G. Embdenu.M. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 167, S. 187 (1927). 

‘) Gerh. Schmidt, Vortrag geh. b. d. Tag. d. Deutschen physiol. 
Gesellschaft, 1927; ref. wie oben. 

5) K. L. Gad-Andersen, Jl. of Biol. Chem., Bd. 39, S. 287 (1919). 
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Muskulatur Ammoniak gebildet wird. Auch diese Ammoniak- 
bildung beim Absterben vollzieht sich, wie aus z. T. noch nicht 
ausfiihrlich verdéffentlichten Untersuchungen des hiesigen In- 
stitutes hervorgeht, auf Kosten von Adenosinphosphorsiure. 

Bereits vor einer Reihe von Jahren hatte Tashiro?) die 
wichtige Beobachtung gemacht, da der isolierte Nervus ischi- 
adicus des Frosches bei der Reizung wesentlich mehr Ammoniak 
an die umgebende Atmosphire abgibt, als im Ruhezustand. 
H. Winterstein und’ EK. Hirschberg’) konnten diesen Befund 
bestitigen. Das Riickenmark gab in ihren Versuchen an die 
umgebende Atmosphire keine nachweisbare Ammoniakmenge 
ab, wohl aber an Ringerlésung. Reizung des Riickenmarks hatte 
keinen deutlichen Kinflu8 auf die GréBe dieser Ausscheidung. 

Ein strenger Beweis dafiir, da8 der Mehraustritt von Ammo- 
niak aus dem peripheren Nerven bei dessen Reizung die Folge 
einer Mehrbildung von Ammoniak ist, kann aber in den Ver- 
suchsergebnissen von Tashiro und auch von Winterstein 
und Hirschberg nicht erblickt werden. Denn die vermehrte 
Abgabe von Ammoniak kénnte auch anders verursacht sein, 
z. B. durch eine wihrend der Erregung erfolgende Verschiebung 
der H-Jonen-Konzentration nach der alkalischen Seite, wie sie 
fir den Muskel neuerlich angenommen wird’), oder durch 
Steigerung der Durchlissigkeit fiir Ammoniak. 

Da aus den eben erwihnten Untersuchungen hervorgeht, 
daB der Muskel nicht nur, wie bereits von Tashiro und Lee%) 
gezeigt worden war, unter geeigneten Bedingungen Ammoniak 
in vermehrter Menge an die Umgebung abgibt, sondern diese 
Substanz aus einer organischen Verbindung abspaltet, und da 
Ammoniakbildung eine weitverbreitete FunktionsiuBerung zu sein 
scheint, war es erwiinscht, auch andere Organe auf vermehrte 
Ammoniakbildung bei gesteigerter Funktion zu untersuchen. 





1) Shiro Tashiro, Amerie. J]. of Physiol., Bd. 60, S.519 (1922). 
2) H. Winterstein u. E. Hirschberg, Biochem. Zs. Bd. 156, 


S. 188 (1925). 

5) G@. Embden, Klin. Wochschr. 8. 628 (1927). 

4) O. P. Leeu, Shiro Tashiro, Amer. Jl, of Physiol., Bd. 61, 8. 244 
(1922). 
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Auf Veranlassung von Professor Embden haben wir der- 
artige Untersuchungen an der iiberlebenden Netzhaut des 
Froschauges durchgefiihrt. DaB gerade die Retina unter an- 
aeroben und mehr noch unter aeroben Bedingungen zu einer 
starken Ammoniakbildung befahigt ist, wurde bereits vor 
einiger Zeit von O. Warburg, K. Posener und EK. Negelein 
gezeigt.') 

Die Frage, deren Entscheidung, wie wir glauben, in der 
vorliegenden Untersuchung gelungen ist, war, ob dhnlich wie 
im Muskel bei der Kontraktion, so auch in der Netzhaut bei 
ihrer spezifischen Erregung durch Belichtung Ammoniak ge- 
bildet wird. In der Tat zeigte sich, daB dies in hohem MaBe 
der Fall ist, und wir haben weiterhin versucht, die Mutter- 
substanz des Ammoniaks in der Netzhaut festzustellen. Auch 
iiber das Ergebnis der darauf hinzielenden noch keineswegs 
abgeschlossenen Untersuchungen soll im folgenden berichtet 
werden. 


I. Die Ammoniakbildung bei der Belichtung der Netzhant. 
Methodik. 


Wir verwandten fiir unsere Belichtungsversuche ausschlieBlich 
Froschaugen (Rana temporaria und esculenta). Die Frésche blieben vor 
dem Versuch iiber Nacht, mindestens 12 Stunden, in einem vdllig ver- 
dunkelten Raum. Sie wurden beim roten Licht einer photographischen 
Lampe durch Dekapitation getétet, die Augen enukleiert und so sorg- 
filtig und rasch wie méglich von allen auSen anhaftenden Gewebsteilen 
befreit. Namentlich wurde bei der hohen Ammoniakbildungsfihigkeit 
der Muskulatur auf genaueste Entfernung aller Augenmuskelreste ge- 
achtet. Die Durehschneidung des Nervus opticus erfolgte so tief, dab 
das schwarze Pigment an der Schnittstelle durchschimmerte. Die Ver- 
bindung zwischen Opticus und Sclera war dadureh gelést. 

Nunmehr wurde der Bulbus mit der Scherenspitze am Limbus er- 
Offnet und durch einen einzigen Scherenschlag Iris, Linse, Ciliar- und 
Glaskérper entfernt. Das so entstandene Augenschilchen wurde in ein 
kleines, mit Schliffdeckel verschlieBbares Glasgefi8 gebracht, dessen 
Boden mit einem durch Ringerlésung feuchtgehaltenen Filtrierpapier 
bedeckt war. Das Augenschiilchen wurde mit dem Schnittrand an die 





') O. Warburg, K. Poseneru. E. Negelein, Biochem, Zs. Bd. 152, 
S. 309 (1924). 
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Seitenwand dieses GlasgefaBes angelegt, wo es haften blieb, und nun- 
mehr die feuchte Kammer mit dem Schliffdeckel verschlossen. Die 
Priparation dauerte fiir ein Augenpaar durchschnittlich 5 Minuten. 

Die weitere Behandlung war in den einzelnen Versuchen ver- 
schieden, doch wurden die Augenschilchen in siimtlichen Versuchen 
dieser Arbeit nach Fertigstellung des Priiparates 10 Minuten lang bis 
zur Unterbrechung der fermentativen Vorginge aufbewahrt; diese Unter- 
brechung erfolgte dadurch, dab die Augen, jedes fiir sich, wiederum bei 
schwachem Rotlicht in einen Mikro-Kjeldahlkolben von 50 cem hinein- 
geworfen wurden. Dieser Kolben enthielt 1 ccm einer 1°),igen Salz- 
siure, welche das Auge sofort vollkommen benetzte, 

So rasch wie méglich nahmen wir alsdann die Ammoniakbestim- 
mung vor. Zu diesem Zweck wurde der Kolbeninhalt mit so viel Tropfen 
einer verdiinnten, NH,-freien Natronlauge versetzt, daB sich Kongopapier 
eben nicht mehr bliiute und alsdann 15 cem der yon Parnas und Mo- 
zolowski zur Ammoniakbestimmung im Muskel verwandten Boratlésung 


hinzugefiigt.!) Das Ammoniak wurde im Vakuum iiberdestilliert und in 
Siiure aufgefangen. 
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1) I. K, Parnas u. Wi. Mozolowski, Biochem. Zs. Bd. 184, 8.3 
(1927). 
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In allen spiiteren Versuchen bedienten wir uns hierbei eines Ap- 
parates ohne jede Gummiverbindung (siehe Figur). Dieser bestand aus 
dem 50 eem-Kolben A, der durch einen Schliff Z mit einem vorstob- 
artigen Destillationsaufsatz B verbunden war. Der Schliff wurde durch- 
bohrt von einem eingeschliffenen Rohr H, das kapillar dicht tiber dem 
Boden des Kolbens A endete; seine obere Offnung lief in eine Olive / 
aus. Kin zweiter Schliff C stellte die Verbindung mit einem absteigen- 
den Kiihlrohr D her, das, spitz zulaufend, in der zum Abfangen des 
Ammoniaks dienenden Siiurelésung, mit der die Vorlage FE beschickt 
war, endete. Die Verbindung der Vorlage # mit dem Kiihlrohr D wurde 
durch einen dritten Schliff / bewirkt, an dessen Kopf das mit der Vakuum- 
pumpe verbundene Saugrohr G angeschmolzen war. Der Kihlmantel A, 
der mit dem Kiihlrohr D verschmolzen war, diente auch zur Fixierung 
des ganzen Apparates. 

So waren alle Gummianschliisse vermieden, was sich fiir die Be- 
stimmung der geringen in Betracht kommenden Ammoniakmengen durch 
Destillation als notwendig erwies. Der ganze Apparat, ebenso auch alle 
iibrigen fiir die Versuche verwandten Glasgeriite (Biiretten, Pipetten, 
ReinigungsgefiiBe) waren aus Jenenser Geriiteglas gefertigt.') 

Die zum Auffangen des Ammoniaks dienende Siure war ein Ge- 
misch, das nach den Tashiroschen Vorschriften, aber unseren beson- 
deren Bediirfnissen angepaBt, hergestellt wurde. Wir versetzten 5 ccm 
einer n/10-Schwefelsiure mit ,,[ndicatorlésung“ und fiillten dann mit 
n/5000-Natronlauge auf 100 ccm auf. 

Die Zusammensetzung des dem von Tashiro’) verwandten nach- 
gebildeten Indicators war folgende: 10 cem einer kaltgesittigten Lésung 
von Methylrot in Athylalkohol yon 50 Volumprozent wurden mit 3 ecm 
einer Lésung, welche 0,025 g Methylenblau in 100 cem ebenfalls 50°/, igen 
Alkohols enthielt, vermischt. Von dieser Indicatorlésung kamen auf je 
100 eem des eben geschilderten Siiuregemisches 6 cem. Das verwandte 
Mercksche Methylrot war mehrmals aus 50°/,igem Alkohol umkrystal- 
lisiert worden, das Methylenblaupriiparat stammte von Kahlbaum. 
Es ist, wie schon Tashiro hervorgehoben hat, nétig, fiir jedes Methylen- 
blaupriiparat die fiir das Indicatorgemisch notwendige Menge besonders 
festzustellen. Der Indicator war bei saurer Lésung von rotvioletter 
Farbe, bei alkalischer Reaktion ausgesprochen griin; der Neutralpunkt, 
auf den wir titrierten, war fahlgriin. Bei einiger Ubung gelingt es ohne 
weiteres, diesen Umschlagspunkt scharf zu erkennen. Die Erkennung 
wird durch den Vergleich mit der jeweils zuletzt titrierten Fliissigkeit 
wesentlich erleichtert. 


1) Der Apparat wurde hergestellt von Glasbliiser Otto Kiihner 
Frankfurt a. M., Chem. Institut der Universitit. 
*) Shiro Tashiro, Amer. Jl. of Physiol. Bd. 60, S. 519 (1922). 
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Die Saéurekonzentration in der Vorlage lag also bei etwa n/2500; 
die Titerstellung erfolgte in allen Versuchen dieser Arbeit mit n/5000- 
kohlensdurefreier Natronlauge. Eine gewisse Pufferwirkung iibt natiir- 
lich das Methylrot aus, doch stérten die geringen Mengen bei der von 
uns verwandten Laugenkonzentration so wenig, daB die Titration auf 
einen Tropfen scharf war. : 


Das destillierte Wasser wurde unter Verwendung von Jenenser Glas- 
geriiten aus Leitungswasser gewonnen, dem wegen seines starken Ge- 
haltes an saurem Calciumcarbonat bei der Destillation eine ausreichende 
Menge Atzbaryt zugefiigt war; dieses in Jenenser Flaschen aufgefangene 
destillierte Wasser wurde nur verwandt, wenn es gegen den Indicator 
vollkommen neutral reagierte. Beziiglich der Reinigung der Gerit- 
schaften hielten wir uns streng an die Angaben von Tashiro, deren 
Durchfiihrung, so zeitraubend sie war, sich als notwendig erwies. 

Die bei unseren Untersuchungen im Gegensatz zu denen von 
Tashiro nétige Verwendung einer Destillation fiihrte zu keiner wesent- 
lichen Erschwerung der Arbeit, da das Jenenser Glas bei der niederen 
angewandten Temperatur und der kurzen Destillationszeit nur sehr 
wenig Alkali abgibt. 

Jeder eigentlichen Bestimmung gingen mehrere Leerdestillationen 
voraus, bei denen der Destillationskolben mit den gleichen Mengen 
Salzsiure, Natronlauge und Boratlésung wie im Hauptversuch beschickt 
wurde und die Vorlage ebenfalls wie im Hauptversuch genau 2 cem des 
Siure-Indicatorgemisches enthielt. Die Destillation wurde bei dem 
Vakuum einer gut wirkenden Wasserstrahlpumpe vorgenommen; die 
Temperatur des Heizwassers, in das der Kolben bis zum Beginn des 
Halses eintauchte, betrug 38°, die Dauer der Destillation 15 Minuten. 
Durch Nachdestillation von gleicher Dauer iiberzeugten wir uns, daB 
die angegebene Zeit zur vollkommenen Austreibung der in Frage kommen- 
den geringen Ammoniakmengen geniigte. 

Der Titerverlust bei Vornahme der Leerdestillation betrug, wenn 
die etwas miihsame Reinigung des Apparates gelungen war, etwa 0,05 
bis 0,30 eem n/5000-Natronlauge. War die Abweichung gréBer, so wurden 
die Leerdestillationen so lange fortgesetzt, bis der ,,Leerwert’ die an- 
gegebene Grife von héchstens 0,30 ecm erreicht hatte. Der der Destil- 
lation unmittelbar vorausgehende Leerwert wurde von der im Haupt- 
versuch ermittelten Titerdifferenz in iiblicher Weise abgezogen. 

Die Destillation erfolgte unter Durchleitung geringer Luftmengen 
durch die Capillare des Destillationsgefiibes; iiber die Olive des Capiilar- 
rohres war ein Gummischlauch gezogen und der Luftdurchtritt wurde 
in tblicher Weise durch eine Schraubenklemme reguliert, die eingeleitete 
Luft durch eine Waschflasche mit verdiinnter Schwefelsiure gewaschen, 
der in den spiiteren Versuchen auch noch eine Waschflasche mit ver- 
diinnter Natronlauge vorgeschaltet war. Es konnte immer wieder fest- 

11* 
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gestellt werden, daB bei Verwendung einer so niedrig konzentrierten 
Titrationsfliissigkeit schon mehrstiindiges Stehen des Apparates in der 
vor Ammoniak mdéglichst sorgfiltig geschiitzten Luft des nur diesen 
Versuchen dienenden Laboratoriums stets zu vermehrter Alkaliabgabe 
bei der niichsten Leerdestillation fiihrte, so daB schon nach mehrstiindigem 
unbenutztem Stehen des Apparates zunichst mehrfache Reinigungs- 
destillationen erfolgen muBten. Bei kurz aufeinander folgenden Destil- 
lationen blieben die Leerwerte dann meist recht konstant. 

Wihrend der Destillationen gingen von den etwa 16—17 cem 
Flissigkeit, die sich im ganzen im Destillationskolben befanden, 2 bis 
2,5 cem iiber; vor der Titration wurde mit neutralem destillierten Wasser 
(siehe oben) das Destillationsrohr abgespritzt und das hierbei jedesma! 
in das untere Ende der Capillare eintretende Wasser durch den ganzen 
Apparat hindurch ausgeblasen. SchlieBlich wurde zur Erzielung stets 
gleicher Farbstirke bis zu einer Marke, die das Volum von 5 cem an- 
zeigte, aufgefiillt. 

Die zur Titration dienende n/5000-Natronlauge wurde wie alle ver- 
wandten Reagenzien in einer Jenenser Flasche und unter Vorschaltung 
von Waschflaschenverschliissen mit Natronlauge und Schwefelsiure, 
aufbewahrt. Die Titration ward stets alsbald nach Beendigung der 
Destillation ausgefiihrt, um alle f4uBeren Einwirkungen auf den Titer 
moéglichst zu vermeiden. An jede Ammoniakbestimmung wurde un- 
mittelbar ein Leerwert angeschlossen und der Versuch uur dann als 
giiltig angesehen, wenn dieser Leerwert nicht mehr als 0,3 cem betrug. 
Hierdurch und durch Destillationen unter Zusatz einer Ammonsulfat- 
lésung von genau bekanntem Ammoniakgehalt der in Frage kommenden 
GréBenordnung iiberzeugten wir uns von der Vollstiindigkeit der Destil- 
lation. Destillationen unter Zusatz von 0,5 ccm einer Ammonsulfat- 
lésung, die 5 Mikrogramm Ammoniakstickstoff im Kubikzentimeter ent- 
hielt, lieferten meist Werte, die um ein geringes (5 bis héchstens 10°/,) 
zu hoch waren, und es scheint fast, als ob schon durch den geringen 
Ammoniakgehalt des Wasserdampfes bei der Destillation dieser Versuchs- 
lésungen die Alkaliabgabe des Glases etwas vermehrt wiirde. 

Die im folgenden zu schildernden Untersuchungen wurden simtlich 
unter Benutzung des beschriebenen Glasschliffapparates ausgefiihrt; zahl- 
reiche friihere Versuche, die unter Verwendung von Gummiverbindungen 
vorgenommen worden waren, hatten grundsitzlich die gleichen Ergeb- 
nisse, doch soll von ihrer Besprechung angesichts der geringeren Voll- 
kommenheit ihrer Durchfiihrung abgesehen werden. 





Versuchsergebnisse. 
In einer gréBeren Anzahl von Versuchen haben wir den 
Ammoniakgehalt beider Augen ohne vorherige Belichtung mit- 
einander verglichen, wobei die Augen nach 10 Minuten langem 
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“i Aufbewahren im Dunkeln (jedes in seiner feuchten Kammer) 
er P . . ° ° 

an in der oben geschilderten Weise verarbeitet wurden; die ver- 
7 wandten Frésche waren vorwiegend Temporarien. Aus der 
em 

a3. Tabelle I. 

ti]. | Vergleich beider Augen in unbelichtetem Zustand. 

Cm : pa i i a 5 a = 
bis ‘ ; 

° Versuchs- NH, in region o 
ser Nr Datum St A °/, d. niederen 
1a] =e er Wertes 
ell 2 =e = = a A *. 
ats 3. 10. 27 A 1,63 2 
an A, 1,60 

2 17, 10. 27 A 1,84 7 
oe 3 ) A, 1,90 7 
“ A, 2,07 
ler 4 ” A, 1,59 4 
ai Ay 1,53 
p- 5 4, 11. 27 A 1,12 6 
a A, 1,19 
g. 6 M. 11. 1 A 0,92 3 
ss, A, 0,95 
on 7 ; A, 3,43 { 
L Ay 3,30 
t- 8 25. 11. 27 A 1,70 13 
‘. A, 1,50 
l.) 9 ” A, 1,39 10 
ke A, 1,538 
on 
7 10 26. 11. 27 A, 1,56 2 
As 1,59 
h 11 29. 11. 27 A 2,75 3 
1. Ay 2,82 
~ 12 A, 1,67 2) 
A, 1,59 











Vertikalreihe 3 der Tab. 1 ist das Ergebnis von zwolf der- 
artigen Versuchen ersichtlich. Die gefundenen Ammoniak- 
mengen sind in Mikrogrammen Ammoniak angegeben. Wie 


n man sieht, ist die absolute Menge des gefundenen Ammoniaks 
- von Versuch zu Versuch recht verschieden; sie liegt in Ver- 
n such 6 unter 1,0 Mikrogramm, in Versuch 7 erheblich iiber 
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3 Mikrogramm. Nur zum Teil erkliren sich diese Differenzen 
durch Verschiedenheit der AugengréBe. Gegeniiber diesen groBen 
Schwankungen von Versuch zu Versuch stimmen die beiderseitigen 
Ammoniakmengen innerhalb der einzelnen Versuche annihernd 
miteinander iiberein. Aus der Vertikalreihe 4 ergibt sich, dab 
zwar der gréBte, in Versuch 8 beobachtete Unterschied etwa 
13 °/, des kleineren Wertes betrug, dab dagegen in der weitaus 
iiberwiegenden Mehrzahl der Versuche die Differenzen sehr 
viel geringer waren. Angesichts der Unméglichkeit, beide 
Augen vollkommen gleichartig zu priparieren, so daB sicher- 
lich nicht beiderseits absolut gleiche Netzhautmengen zur Be- 
stimmung benutzt wurden, diirfen Unterschiede von der ge- 
fundenen GréBe nicht wundernehmen. 

Weitere Versuche wurden in der Weise vorgenommen, 
daB das eine Auge unbelichtet, das andere nach Belichtung 
zur Untersuchung gelangte. 


Die Verarbeitung des unbelichteten Auges war hierbei ganz die 
gleiche, wie in den eben geschilderten Versuchen, d.h. das Auge blieb 
vor der Verbringung in Salzsiiure 10 Minuten lang im Dunkeln, wobei 
die feuchte Kammer einfach in ein lichtdicht schlieBendes Kistchen 
hineingestellt wurde, das im Versuchsraum bei der gleichen Temperatur 
wie die belichtete Netzhaut blieb. Die Temperatur lag nie iiber 14°. 

Das Hellauge wurde in seiner feuchten Kammer 10 Minuten lang 
dem Licht einer 340 kerzigen Metallfadenlampe ausgesetzt, die aus einer 
Entfernung von 80 cm einwirkte, wobei die Augenschale mit ihrer Kon- 
kavitit dem Lichte zugewandt war. Zur Vermeidung von Wiirme- 
wirkung war zwischen die Lichtquelle und das Auge ein groBes Wasser- 
gefiiB eingeschaltet, so daB das Licht eine Wasserschicht von 15 cm 
zu passieren hatte. Lampe und Netzhaut befanden sich in gleicher 
Héhe. Nach Abschlu8 der 10 Minuten dauernden Belichtung wurden, 
wiederum bei schwachem Rotlicht, beide Augen fast gleichzeitig in die 
mit Salzsiure beschickten Destillationskolben gebracht und die Ammoniak- 
bestimmung in unmittelbarem Anschlu8 daran vorgenommen. 


Aus der Vertikalreihe 3 der Tab. II ergibt sich, daB iiber- 
einstimmend in 25 Versuchen unter der Einwirkung der Be- 
lichtung eine sehr erhebliche Ammoniakbildung eintrat. (Die 
Ammoniakwerte der unbelichteten Augen sind mit 4, die der 
belichteten mit B bezeichnet). Die fiir die unbelichteten Augen 
ermittelten Werte sind gréBtenteils denen der Tab. I ahnlich; 
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Tabelle IL. 
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Vergleich des belichteten und des unbelichteten Auges. 


























1 2 3 4 5 
Versuchs- NH, in Zunahipe 
" Datum Mik in °/, Bemerkungen 
Nr. ikrogrammen | 4 _wortos 
13 15. 10. 27 A 1,94 134 
B 4,54 
14 4 A 1,74 v4 
B 3,03 j 
15 ‘ A 1,49 96 
B 2,92 
16 16. 10. 27 A 1,78 120 ash 
B 3,81 
17 ” A 1,46 83 — 
B 2,67 
18 18. 10. 27 A 1,39 133 — 
B 3,26 
19 19. 10, 27 A 1,22 98 — 
B 2,41 
20 A 0,95 143 - 
Bo 2.28 
21 A 0,78 441 GroBe Esculenta 
Bo 4,22. 
22 21. 10. 27 A 1,84 83 on 
B 3,87 
23 , A 1,38 123 
Bo 2,96 
24 a A 1,22 134 _ 
B 2,86 
25 30. 10. 27 A 0,54 202 - 
B 1,63 
26 - A 0,95 (6 
B 1,67 
27 31. 10. 27 A 1,12 131 ‘ 
B 2,59 
28 16. 11. 27 A 0,27 152 2s 
B 0,68 
29 ; A 2,21 85 _ 
B 4,08 
30 Ns A 0,58 582 GroBe Esculenta 
B 4,83 
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Tabelle II (Fortsetzung). 


4 @ "= 3 4 5 








Versuchs- NH, in Zunahme 
N Datum Mik in °/, Bemerkungen 
Nr. ikrogrammen | 4 Wertes 
31 17. 11. 27 A 0,88 367 GroBe Esculenta 
Bo 4.11 
32 : A 1,53 82 an 
B 2,79 
83 ; A 0,92 171 - 
B 2.49 
34 18. 11. 27 A 0,88 406 — 
B 4,45 
35 ; A 1,16 209 oe 
B 3,50 
36 ‘ A 0,51 327 ik 
B 218 
37 27, 11, 27 A 1,68 148 7 
B 4,05 














in einigen Versuchen war der Ammoniakgehalt der unbelichteten 
Augen wesentlich niedriger. Die Zunahme des Ammoniak- 
gehaltes bei der Belichtung war sehr erheblich. Sie betrug 
in Versuch 14, wo sie am geringsten war, immerhin 74 °/, des 
am unbelichteten Auge gefundenen Wertes (gegeniiber héchstens 
13°/, Unterschied beim Vergleich der beiden unbelichteten 
Augen) und erreichte meist noch weit héhere Werte. Die 
Versuche 21, 30 und 31, in denen die Zunahme des Ammoniak- 
gehaltes bei der Belichtung etwa 440, 580 und 367 °/, betrug, 
wurden an groBen Esculenten vorgenommen; alle iibrigen Ver- 
suche an ‘emporarien. 

Es konnte also der Nachweis erbracht werden, 
daB eine 10 Minuten lange intensive Belichtung des 
eréffneten Froschauges geniigt, um eine sehr be- 
trichtliche Vermehrung des Ammoniakgehaltes her- 
beizufihren. 

Wir suchten weiterhin AufschluB iiber den Ort dieser 
Ammoniakbildung, als den wir naturgemiB die Netzhaut ver- 
muteten, zu gewinnen. Zu diesem Zweck entfernten wir Netz- 


s 
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haut und Pigmentepithel vollstaindig, wobei auch der Opticus- 
stumpf an der Netzhaut hingen blieb, und untersuchten den 
so verbliebenen leeren Scleralbecher auf Ammoniak. In vier 
iibereinstimmenden Versuchen fielen die gefundenen Titer- 
differenzen mit den im Leerwert erhaltenen innerhalb der 
Fehlergrenze zusammen. Bei der Priaparation war die Sclera 
vor Licht nicht geschiitzt, sie enthalt dementsprechend keine 
fiir unsere Versuchsanordnung in Betracht kommende Ammoniak- 
menge und la8t auch im Licht kein Ammoniak entstehen, so 
daB die gesamte Ammoniakbildung in der Netzhaut (und viel- 
leicht noch in der mit ihr gleichzeitig entfernten Aderhaut) 
erfolgen mubB. 

DaB die Retina ganz wesentlich an der Ammoniakbildung 
beteiligt ist, geht auBerdem aus mehreren anfanglichen Ver- 
suchen an der vollstindig isolierten Netzhaut hervor, in denen 
wir stets erhebliche Ammoniakmengen fanden; auch fiihrte Be- 
lichtung der isolierten Retina (ohne Pigmentepithel) zu Steige- 
rung dieses Ammoniakgehaltes. 


II. Uber die Ammoniakbildung im Brei frischer Rindernetz- 
haute und die Natur der ammoniakbildenden Substanz in der 
Retina. 


Untersuchungen itiber die Ammoniakbildung frischer Netz- 
haute sind bereits, wie oben erwihnt, von Warburg, Posener 
und Negelein vorgenommen worden. Wir haben das Ammo- 
niakbildungsvermégen der frischen Netzhaut des Rindes in 
ihnlicher Weise festgestellt, wie das am Muskelbrei von 
Embden, Riebeling und Selter?) geschehen war. 

Zu diesem Zwecke wurden Rinderaugen unmittelbar nach der 
Schlachtung enukleiert, die Netzhiiute im Schlachthofe bei rotem Licht 
so rasch und schonend wie mdglich herauspripariert (wobei sie frei von 
Pigment gewonnen wurden) und in den spiiteren Versuchen in fliissige 
Luft versenkt; in friiheren Versuchen hatten wir von der Verwendung 
fliissiger Luft abgesehen und brachten einen Teil der Netzhiute un- 


mittelbar nach der Zerschneidung mit der Schere zur Unterbrechung 
der fermentativen Ammoniakbildung in 4 °/,ige Salzsiiure, einen anderen 





1!) Vgl. G. Embden, Klin. Wochenschr. 1927, 8. 628. 
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Teil in 2°,ige Natriumbicarbonatlosung. Die Bicarbonatlésung blien 
wabrend 2 Stunden bei 40° stehen. 

Die mit fltissiger Luft zum Erfrieren gebrachten Netzhéute wurden 
ahnlich wie die Muskulatur zerstoben und das gewonnene Pulver, das starke 
Sehpurpurfarbung zeigte, ebenfalls teils unmittelbar, teils nach 2 stiindige: 
Exposition in Bicarbonatlésung unter den ebengeschilderten Bedingungen 
zur Ammoniakbestimmung verwendet. Langeres Stehen mit 4° ,iger 
Salzséure muS unbedingt vermieden werden, weil sonst unter der Ein- 
wirkung dieser Sdure Ammoniak aus irgendwelchen Bestandteilen de: 
Retina abgespalten werden kann. Auch haben wir gréDdere Expositions- 
zeiten als 2 Stunden in den hier zu schildernden Versuchen vermieden, 
weil sich herausstellte, daB die Retina sehr leicht in Faulnis iibergeht. 
Es war tbrigens auch unndtig, langer zu exponieren, da die fermentative 
Ammoniakbildung in der Netzhaut unter den eben geschilderten Be- 
dingungen sehr rasch zum Ende kommt. 


Tabelle UL 


Ammoniakbildung im Brei aus Rindernetzhaut. 


Zusatz von Guanosinphosphorsdure und Adenosinphosporsaure. 
Versuch 38. 13. 12. 27. 























1 2 3 4 
Bezeich Daraus 
ezeichnun , berechne 
Gefundenes berechnete : , 
des eee Menge NH, in Bemerkungen 
Ansatzes ~ oS oe | mg pro 100 g 
Netzhaut 
A, 0,0144 0,72 _ 
Ay 0,0153 0,76 ie 
B 1 Stde. expon. 0,1045 5,22 - 
owe - 0.1062 5.31 ia 
C; | Guanosin- 0,1054 5,27 — 
C, > phosphor- 0,1109 5,55 — 
Cs . saure 0,1011 5,02 — 
D,\ Adenosin- 0,2924 14.62 38,01)°, der theor 
D, | phosphors. 0.2949 14,24 38,50] Menge 


So fanden wir, vel. Tab. IL], Versuch 38, in einem neueren 
Versuch bei sofortiger Untersuchung 0,72 und 0,76 mg NH, 
in 100 g Netzhaut; nach 1stiindiger Exposition war der 
Ammoniakwert auf 5,22 mg angestiegen und blieb auch nach 
einer weiteren Exposition von 1 Stunde so gut wie unverdndert. 
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variiert. Ferner kam nicht in fliissiger Luft zerstoBenes Netz- 
hautpulver, sondern einfach durch feines Zerschneiden mit der 
Schere gewonnener Netzhautbrei zur Verwendung. 


Tabelle IV. 


Ammoniakbildung im Brei aus Rindernetzhaut. 


Zusatz von Adenosinphosphorsdure und Harnstoff. 
Versuch 39. 15. 6. 27. 























— Daraus 
pais Gefundenes berechnete 
des NH. ; Menge NH, in Bemerkungen 
Ansatzes pm ms | mg pro 100 g 
Netzhaut 
A 0,0325 0,92 = 
B 0,3356 7,46 me 
a 0,6726 14,5 69), 
Dy . — 0,6952 15,44 73 blo der theor. 
phosphors. c Menge 
: 0,7252 16,11 80 
FE Harnstoff 0,3519 7,04 — 


In Versuch 39 (Tab. IV), den wir als Beispiel aus einer 
gréBeren Reihe derartiger Versuche anfiihren, war nach 
2 Stunden im Ansatz ohne Zusatz der Ammoniakgehalt von 
0,92 mg in 100g Netzhaut auf 7,46 mg angestiegen; bei Zusatz 
von 1ccm einer 1°/,igen Harnstofflésung (Ansatz #) wurde 
fast der gleiche Wert, naimlich 7,04 mg pro 100 g Retina ge- 
funden. Harnstoff wird also durch Netzhautbrei ebensowenig 
wie durch Muskelbrei unter Ammoniakabspaltung zersetzt. 

In 3 Ansiitzen, die unter Zusatz von je 1 ccm einer 1°/,- 
igen Adenosinphosphorsiurelésung angestellt wurden, trat wieder 
eine sehr erhebliche Mehrbildung von Ammoniak ein, die in 
den Parallelversuchen zwischen 69 und 80°/, gelegen war. 
Wodurch die mangelhafte Ubereinstimmung der 3 Versuche 
mit Adenosinphosphorsiurezusatz bedingt ist, vermégen wir 
nicht anzugeben. 

Auch das Ausbleiben einer Ammoniakvermehrung durch 
Harnstoffzusatz konnte mehrfach bestitigt werden. Wir ver- 
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zichten aber darauf diese Versuche und auch die weiteren 
unter Zusatz von Adenosinphosphorsiure- und Guanosinphos- 
phorsiure vorgenommenen im einzelnen aufzufiihren; nur wollen 
wir nicht unerwihnt lassen, daB wir in einigen friiheren Ver- 
suchen eine geringe Steigerung der Ammoniakbildung auch 
auf Zusatz von Guanosinphosphorsiure fanden. In einem 
derartigen Versuche wurden etwas mehr als 8°/, der der 
Aminogruppe entsprechenden Ammoniakmenge abgespalten, in 
einem zweiten 12°/,. In dem ersteren lieferte ein gleichzeitiger 
und unter den gleichen Bedingungen ausgefiihrter Zusatz- 
versuch mit Adenosinphosphorsiiure 90°/,, in dem zweiten 
38°), der theoretischen Menge. Wenngleich diesen beiden 
positiven Ergebnissen mehrere durchaus negative gegeniiber- 
stehen, kiénnen wir doch nicht mit Sicherheit ausschlieBen, dab 
die Retina auch aus Guanosinphosphorsiure geringe Mengen 
Ammoniak abspalten kann. 

Nach den eben geschilderten Versuchsergebnissen muBte 
es als sehr méglich erscheinen, daB als Quelle der Ammoniak- 
bildung in der Netzhaut der gleiche Kérper anzusehen wire, 
der die Muttersubstanz des Ammoniaks in der Muskulatur ist, 
nimlich die Adenosinphosphorsiiure. Wir verdanken der 
Freundlichkeit von Herrn Dr. Gerhard Schmidt die Még- 
lichkeit, diese Frage unmittelbar experimentell zur Entschei- 
dung zu bringen. 

Schmidt ist es nimlich gelungen') aus Kaninchenmusku- 
latur eine Fermentlisung zu gewinnen, welche von allen bisher 
darauf untersuchten Substanzen ausschlieBlich Adenosinphos- 
phorsiure unter Ammoniakbildung angreift. Diese Ferment- 
lésung bewirkt beim Zusatz zu Muskelbrei, der unter Verwen- 
dung von fliissiger Luft so lebensfrisch wie méglich gewonnen 
und dessen Fihigkeit zu fermentativer Ammoniakbildung durch 
eine kurzdauernde Behandlung mit 1°/,iger Salzsiure voll- 
kommen zerstért wurde, wie Schmidt zeigen konnte, eine 
Abspaltung von Ammoniak. Die unter der Einwirkung des 





1) Gerhard Schmidt, Vortrag, geh. bei d. Tagung der Deutsch. 
physiol. Gesellschaft 1927, ref. in den Berichten iiber d. ges. Physiol., 
Bd. 42, S. 562 (1927). 
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Fermentzusatzes gebildeten Ammoniakmengen waren in den 
Versuchen von Schmidt ebenso groB, wie in den Expositions- 
versuchen von frischer, noch fermenthaltiger Muskulatur. 
Schmidt kommt auf Grund seiner Versuche in Ubereinstim- 
mung mit den ebenfalls erst kiirzlich veréffentlichten Ergeb- 
nissen von Embden und Wassermeyer!) zu dem SchluB, 
da8B die Adenosinphosphorsiure die einzige ammoniakbildende 
Substanz in der Kaninchenmuskulatur ist. 

Wir erwarteten von vornherein um so mehr, daB die aus 
Muskulatur gewonnene Fermentlésung das Ammoniak aus der 
Muttersubstanz in der Netzhaut abspalten wiirde, als nicht 
nur, wie erwihnt, die Retina zur Ammoniakabspaltung aus 
Adenosinphosphorsiure in hohem MaBe befahigt ist, sondern 
auch in bisher nur kurz verdffentlichten Untersuchungen von 
Konr. Pohle*) aus Pferdehirn Adenosinphosphorsaure, frei- 
lich nur in geringen Mengen, isoliert werden konnte. Unsere 
Erwartung, daB auch in der Retina Adenosinphosphorsiure 
vorhanden wire, wurde aber vollig getiiuscht. Es zeigte sich 
nimlich, daB dieselbe Fermentlésung, die bei Zusatz zu mit 
Salzsiiure behandelter, also inaktivierter Muskulatur das ge- 
samte Ammoniak aus seiner Muttersubstanz in Freiheit setzt, 
ohne jede Kinwirkung auf die Ammoniakbildung in der Netz- 
haut bleibt. 

Von zwei derartigen, im Ergebnis voéllig iibereinstimmen- 
den Versuchen soll nur der eine kurz geschildert werden: 


Versuch 40. 14. 12. 1927. 


Ansatz 1, Bestimmung A: 
1g durch ZerstoBen in fliissiger Luft gewonnenes und rasch in 
gefrorenem Zustand auf Glanzpapier abgewogenes Netzhautpulver wurde 
in 10 cem 1°/,iger Salzsiure versenkt und das Ammoniak bestimmt. 
Die gefundene Ammoniakmenge betrug 0,0075 mg, entsprechend 0,75 mg 
in 100 g Netzhaut; ein A-Wert, wie er auch sonst oft zur Beobachtung 
gelangte. 





) G. Embden, Vortrag bei der Tagung der Deutschen physiol. 
Gesellschaft, 1927. Bericht iib. d. ges. Physiol. Bd. 242, 8.560 (1927). 

*) K. Pohle, Die Diskussionsbemerkung zu dem in der FuBnote 1 
genannten Vortrage. Ber. tiber die gesamte Physiologie, Bd. 42, S. 561 
(1927). 
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Ansatz 2, Bestimmung B: 
1g Netzhautpulver wurde in dem schwach alkalisch reagierenden 
Gemisch von je 10 cem 10°/,iger Salzsiiure und 4°/,iger Natronbicarbonat- 
lésung wiahrend zwei Stunden bei 40° exponiert. Gefunden wurden 
0,0473 mg Ammoniak; der B-Wert war also 4,73 mg in 100 g Netzhaut. 


Ansatz 3, Exposition der inaktivierten Netzhaut: 

1 g Netzhautpulver wurde, um die fermentative Ammoniakbildung 
aufzuheben, zunichst wihrend einiger Minuten in 10 cem 1°/,iger Salz- 
siure aufbewahrt und dann mit 10 cem 4°/,iger Natronbicarbonatlisung 
versetzt. Nach zweistiindiger Exposition betrug der Ammoniakgehalt 
0,68 mg auf 100 g Netzhaut berechnet, tiberschritt also jedenfalls den 
A-Wert nicht. 

Ansatz 4, Exposition der Fermentlésung: 

10 cem eines aus Kaninchenmuskulatur in hier nicht niher zu 
schildernder Weise') gewonnenen Bicarbonatextraktes, das zugesetzte 
Adenosinphosphorsiure kriaftig unter Ammoniakbildung spaltete, wurde 
unter Hinzufiigung eines Gemisches von je 10 cem 1°/,iger Salzsiiure und 
4°/,iger Natronbicarbonatlésung wihrend zwei Stunden bei 40° gehalten. 
Der Ammoniakgehalt dieses Ansatzes betrug 0,0754 mg. 


Ansatz 5, Hauptversuch: 

1 g Netzhautpulver wurde durch etwa 5 Minuten lange Behandlung 
mit 1°/,iger Salzsiure zunichst ,,inaktiviert‘‘ und dann mit 10 cem 4°/,iger 
Natronbicarbonatlésung und 10 cem der wirksamen Fermentlésung aus 
Kaninchenmuskulatur versetzt und diese alkalisch reagierende Mischung 
alsdann zwei Stunden lang bei 40° gehalten. Die gefundene Ammoniak- 
menge betrug 0,0883 mg. Zieht man von dieser Menge das nach An- 
satz 4 auf das Kaninchenmuskelextrakt entfallende Ammoniak (=0,0754 mg) 
ab, so bleiben 0,0079 mg iibrig, berechnet auf 100 g Retina also 0,79 mg; 
eine Menge, die fast genau dem im Ansatz 1 ermittelten A- Wert entspricht. 


Es war also unter der Kinwirkung des Kaninchenmuskel- 
extraktes aus der ammoniakbildenden Substanz der Retina 
keinerlei Ammoniak abgespalten worden. 

Um dem immerhin méglichen EKinwand zu begegnen, daB 
das aus der Muskulatur gewonnene Ferment aus irgendwelchen 
Griinden in Gegenwart der angewandten Netzhautmenge un- 
wirksam wire, haben wir noch folgende Kontrolle ausgefiihrt: 


Ansatz 6, Kontrolle unter Zusatz von Adenosinphosphorsiure: 
1 g ,,inaktivierten‘‘ Netzhautpulvers wurde, ebenso wie im Hauptversuch 
(Ansatz 5), mit 10 cem 4-proc. Natronbicarbonatlésung und auBerdem 
mit 1 cem 1°/,iger Adenosinphosphorséurelésung versetzt; 5 Minuten 
spiter fiigten wir 10 ccm der Fermentlésung hinzu. Nach zweistiindiger 


1) Gerhard Schmidt, Vortrag, geh. b. d. Tagung d. Deutschen 
physiol. Gesellschaft, 1927, ref. i. d, Berichten tib. d. gesamt. Physiol. 
Bd. 42, S. 562 (1927). 
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Exposition bei 40° betrug die gefundene Ammoniakmenge 0,4783 mg; 
nach Abzug des im Hauptversuche (Ansatz 5) gefundenen Wertes von 
0,0833 mg verblieben noch 0,3950 mg Ammoniak, was etwas mehr als 
80°/, der aus der zugesetzten Adenosinphosphorsiurelésung abspaltbaren 
Ammoniakmenge entsprach. 


Man sieht also, dab die Gegenwart der Retina die Wirk- 
samkeit des Kaninchenmuskelextraktes auf zugesetzte Adenosin- 
phosphorsiure keineswegs aufhebt; der negative Ausfall des 
Hauptversuches (5) beweist also, daB Adenosinphosphorsaure 
in der verwandten Netzhaut nicht vorhanden war. 

In einem zweiten, genau in der gleichen Weise an- 
gestellten Versuch, in dem nur die Prifung der Ferment- 
lésung unter gleichzeitigem Zusatz von Retina und Adenosin- 
phosphorsiiure unterblieb, konnte das eben geschilderte Er- 
gebnis vollkommen bestiitigt werden, d. h. auch hier blieb das 
aus Muskulatur gewonnene Fermentextrakt, das nach Schmidt 
geradezu als Reagens auf Adenosinphosphorsiure benutzt 
werden kann, wirkungslos. 

Welcher Natur die ammoniakbildende Substanz in der 
Netzhaut ist, dariiber haben wir einstweilen kein begriindetes 
Urteil; das Ergebnis einiger Vorversuche kénnte in dem Sinne 
gedeutet werden, daB es sich auch hier um ein pentosehaltiges 
Polynucleotid handelt, und die Tatsache, daB sich in der 
Netzhaut ein die Adenosinphosphorsiure spaltendes Ferment 
findet, wiire mit der hier nicht weiter zu erérternden An- 
nahme vereinbar, daB am Aufbau dieses Polynucleotides 
Adenosinphosphorsaure beteiligt ist. Doch schlieBen unsere 
bisherigen Versuchsergebnisse auch andere Méglichkeiten 
nicht aus. 

Zusammenfassung. 


1. Eréffnet man die beiden isolierten Augipfel des 
Frosches unter Entfernung von Cornea, Iris, Linse und Glas- 
kérper und hilt die so gewonnenen Augenschalen wiahrend 
10 Minuten im Dunkeln, so finden sich beiderseits annihernd 
sleiche Ammoniakmengen; die in 12 Versuchen gefundenen 
Werte lagen zwischen 0,9 und 3,4 Mikrogramm. Innerhalb 
der einzelnen Versuche betrug der gréBte Unterschied in 
Ammoniakgehalt der linken und rechten Augenschale 13°/,, 


| 











_—- Se SS we 


— 











Uber Ammoniakbildung bei der Belichtung der Netzhaut. 177 


doch lag er in der itiberwiegenden Mehrzahl der Versuche weit 
unter 10°/,. LieB man die eine Augenschale vor dem Ansatz 
der Ammoniakbestimmung wiederum 10 Minuten im Dunkeln, 
wihrend die andere intensiv belichtet wurde, so ergab sich 
ausnahmslos eine starke Vermehrung des Ammoniaks in der 
belichteten Augenschale. Der Mehrgehalt lag zwischen 74 
und 582°/,. Bei der Belichtung des Augapfels fand also eine 
starke Ammoniakbildung statt. 

2. In Bestiitigung friiherer Versuchsergebnisse von W ar- 
burg, Posener und Negelein konnten wir feststellen, dab 
aus frischer Netzhaut gewonnener Brei bei kurzem Stehen 
unter bestimmten Bedingungen erhebliche Ammoniakmengen 
bildet. Die Ammoniakbildung war unter den gewihlten Be- 
dingungen nach 2 Stunden, ja schon friiher, abgeschlossen. 

3. Zusatz von Adenosinphosphorsiiure bei derartigen 
Expositionsversuchen fiihrte zu starker Steigerung der Ammo- 
niakbildung, wobei bis zu 90°/, der der Aminogruppe ent- 
sprechenden Ammoniakmenge in Freiheit gesetzt wurden. 
Demgegeniiber wurde aus zugesetzter Guanosinphosphorsaure 
mehrere Male tiberhaupt kein Ammoniak gebildet, wihrend in 
einigen anderen Versuchen nur geringe Ammoniakabspaltung 
beobachtet wurde. 

4, Harnstoffizusatz fiihrte zu keiner Vermehrung der Ammo- 
niakbildung im Netzhautbrei. 

5. Die auf Grund der leichten Angreifbarkeit der Adenosin- 
phosphorsaure durch lebensfrische Netzhaut gehegte Vermutung, 
daB die ammoniakbildende Substanz der Retina mit jener des 
Muskels identisch, d. h. also Adenosinphosphorsiiure  wiire, 
konnte der experimentellen Priifung nicht standhalten; denn 
in Netzhautbrei, der die ammoniakbildende Substanz noch 
enthilt, dessen Ammoniak bildendes Ferment aber durch Be- 
handlung mit 1°/,iger Salzsiure vollkommen zerstért ist, ver- 
mag ein aus Muskulatur gewonnenes Extrakt, das kriftige 
Spaltung von Adenosinphosphorsiiure bewirkt, keinerlei Ammo- 
niakbildung herbeizufihren. 

Die Natur der bei der Belichtung der Netzhaut Ammoniak 
bildenden Substanz bleibt also einstweilen unbekannt. 
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AufschlieBung des Keratins fiir die Trypsinverdauung. 
Von 
Zdenko Stary. 


3. Mitteilung.}) 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Februar 1928.) 


Das Horn und Haar ist gegen Verdauungsfermente der 
Wirbeltiere absolut resistent. Die bisher am eingehendsten 
studierten Proteasen der Wirbeltiere, das Trypsin und das 
Pepsin, ferner auch das Erepsin bauen die Keratine nicht ab; 
aber auch der bakteriellen Zersetzung widerstehen sie besser 
als die meisten anderen EiweiBkérper. Vielfach wurde diese 
Kigentiimlichkeit der Keratine als eine ausschlieBliche Eigen- 
schaft des unverinderten Keratinmolekiils aufgefaBt; in eigenen 
Versuchsreihen, welche demniichst mitgeteilt werden, haben wir 
uns jedoch davon iiberzeugt, daB auch nach einem auf ver- 
schiedenem Wege durchgefihrten partiellen hydrolytischen Abbau 
des Haarkeratins noch eine erhebliche Resistenz der Abbau- 
yrodukte gegen eiweifspaltende Fermente zurickbleibt. 

Dagegen kénnen freies Brom, Chlor, ferner auch schwache 
Oxydationsmittel in der Kalte das Keratin der Haare ohne 
erhebliche Herabsetzung seiner Molekulargré8e, unter geeig- 
neten Umstiinden selbst ohne Anderung seiner grob-physikali- 
schen Struktur und seines Aussehens in Produkte iiberfiihren, 
welche durch Trypsin rasch und weitgehend aufgespalten 
werden. So verfiigen wir iiber Priparate*), welche sich im 


'} Vorhergehende Mitteilungen Diese Zs. Bd. 186, S. 160 (1924); 
Bd. 144, S, 147 (1925). 
>) Uber die Darstellung vgl. Diese Zs. Bd. 136, S. 171 (1924). 
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makroskopischen Bild in nichts von normalem Haar unter- 
scheiden, von T'rypsin bei schwach alkalischer Reaktion aber 
in wenigen Stunden glatt gelést werden, wihrend die mit dem 
aufgekochten Ferment angesetzte Probe vollstiindig unver- 
andert bleibt. 

Die Tatsache, daB ein von Natur aus gegen die bekannten 
Proteasen absolut resistentes Material durch einen relativ ein- 
fachen Eingriff weitgehend fermentativ abbaubar wird, ist ein 
| in der EKiweiBchemie sonst nirgends beobachteter Vorgang und 
findet in unseren bisherigen Vorstellungen iiber den Aufbau 
der EiweiBkérper keine zureichende Erklarung. Wir stehen 
mithin vor der Notwendigkeit, unsere Vorstellungen iiber die 
molekulare Struktur einiger unverdaulicher Proteine mit dieser 
Beobachtung in Einklang zu bringen. 








sd Die durch Brom und Hisessig oder Wasserstoffsuperoxyd 
” und Schwefelsiure aus Haar entstandenen Abbauprodukte sind 
“ in ihrer Hauptfraktion noch hochmolekular'), werden aber 
‘ durch Trypsin unter geeigneten Umstiinden bis zu abiureten 
‘i Produkten abgebaut. Die Angreitbarkeit durch Trypsin diirfte 
“ aber eine spezifische Kigenschaft der polypeptidartigen Siure- 
” amidbindung sein, wenigstens ist bisher nur von den Poly- % 
“a peptiden ein Abbau durch Trypsin bekannt und sind alle Ab- 
al bauversuche, die mit Substanzen anderer Konstitution unter 
“ physiologischen Bedingungen durchgefiihrt worden sind, bisher 
“ fehlgeschlagen. Fiir die Diketopiperazine ist die Resistenz 
“ gegen ‘Trypsin von Waldschmidt-Leitz und Schaffner?) 
nachgewiesen worden. Hieraus ergibt sich mit gréBter Wahr- 
” scheinlichkeit der SchluB, daB die von uns durch Bromierung 
- oder Oxydation dargestellten Abbauprodukte des Keratins 
a Polypeptide (geworden?) sind, und zwar unter Beriicksichti- 
oi gung ihrer geringen Dialysierfahigkeit und des geringen Pro- 
* zentsatzes an Aminostickstoff Polypeptide mit langer Amino- 
- siiurekette. 
” Fiir das native Keratin ergibt sich aber weiterhin der 
); 1) Vgl. im experimentellen Teil die Fraktionen DR und BR, ferner 


unsere 2. Mitteilung. 
*) Chem. Ber. Bd. 58, S. 1356 (1925). 
12* 
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SchluB, daB es einen strukturellen Aufbau haben muB, der es 
ihm einerseits erméglicht, beim andauernden Erhitzen mit 
Siure oder Alkali direkt Aminosiiuren in groBer Ausbeute zu 
ergeben, der es aber anderseits auch gestattet, unter den ge- 
schilderten oxydativen EHingriffen in trypsinverdauliche Poly- 
peptide, und zwar in lange Polypeptidketten iiberzugehen, der 
dagegen eine auffillige Resistenz gegen einen hydrolytischen 
Abbau durch Fermentwirkung besitzt, eine Resistenz, die 
durch partielle Siurehydrolyse allein nicht oder nur zum 
kleinsten Teil beseitigt werden kann. Ferner miifte ein 
brauchbares Konstitutionsbild der Keratine auf Grund unserer 
experimentellen Erfahrungen das Postulat erfiillen, daB sich 
beim Erhitzen auf Temperaturen zwischen 100 und 200° leicht 
Substanzen ohne Ninhydrinreaktion (Anhydride) aber auch mit 
stark abgeschwichter Biuretreaktion bilden kénnen, es darf 
weiter nicht in Widerspruch stehen mit der leichten Oxydier- 
barkeit bzw. Abspaltbarkeit eines groBen Teils des Keratin- 
schwefels, wodurch das Keratinmolekiil in seinen physikali- 
schen Kigenschaften und in seiner MolekulargréBe unerwartet 
wenig veraindert wird.') SchlieBlich mu8 sich auch eine be- 
friedigende Erklirung fiir die eigentiimliche Beobachtung er- 
geben, die wir bei unseren anfangs gut verdaulichen Pripa- 
raten immer wieder machen, daB letztere nimlich beim 
Umfallen, Waschen mit Extraktionsmitteln und beim Trocknen 
auf Gewichtskonstanz die unverkennbare Neigung zeigen, in 
den Zustand einer weitgehenden Unverdaulichkeit und Unlés- 
lichkeit zuriickzufallen, in einer Art, wie sie friiher als 
»Plasteinbildung* als fiir die Heteroalbumosen charakteristisch 
bezeichnet wurde. 


1) So unterscheiden sich die durch Schwefelsiiure und Wasserstoft- 
superoxyd dargestellten Priparate unserer ersten Mitteilung, die nur mehr 
sehr schwache Schwefelbleireaktion geben, in ihrem Aussehen — auBer 
in der Farbe — nicht von nativem Haar. Ein iihnliches Verbalten hat 
Hoffmann [Jl. of Biol. Chem. Bd. 65, S. 251 (1925)] beim Behandeln 
von Haar mit heiBer Natriumearbonatlésung beobachtet, wobei das Haar 
25°’, des Gesamtschwefels verliert, aber nach den Angaben des Autors 
keine sichtbare Veriinderung und nur geringe Hydrolyse erfihrt. 
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Auf Grund dieser Postulate fiir die Keratinstruktur, zu 
denen im weiteren Fortschreiten der EiweiBforschung wohl 
noch weitere kommen diirften, liBt sich bereits eine Reihe 
von Méglichkeiten ausschlieBen, die fiir die Deutung der 
Fermentresistenz der Keratine a priori hitten in Betracht 
kommen kénnen und teilweise auch bereits hierfiir in Dis- 
kussion gezogen worden sind. 


Es ist darauf hinzuweisen, da8 es zahlreiche trypsinresistente Poly- 
peptide gibt, und da8 die Trypsinresistenz ihrer Siureamidbindung von 
der Art und der Verkniipfung der einzelnen beteiligten Aminosiiuren 
abhingt.1) Aus der Tatsache der Trypsinresistenz einzelner nativer 
Kiweibkérper und einzelner durch fermentativen Abbau dargestellter 
Restpeptone allein geht daher noch nicht mit Notwendigkeit hervor, 
daB diese Substanzen auBer Polypeptidbindungen noch andersartige 
Strukturen enthalten mii8Bten. Ob daher derartige trypsinresistente 
Polypeptide fiir die Restpeptone eines fortgesetzten fermentativen Ab- 
baus — so beispielsweise fiir die Antipeptone Kihnes — in Frage 
kommen, soll hier zuniichst nicht in Diskussion gezogen werden; fiir die 
Unverdaulichkeit der Keratine kommt dies als Ursache — soweit die 
Fragestellung heute bereits tiberblickt werden kann — wohl nicht in 
Frage. Denn es ist nicht abzusehen, auf welche Weise derartige trypsin- 
resistente Polypeptide elektiv durch die EKinwirkung von freiem Halogen 
oder Wasserstoffsuperoxyd in trypsinverdauliche Polypeptide verwandelt 
werden kénnten. 


Der oben begriindeten Forderung an ein brauchbares Konstitutions- 
bild der Keratine, daB nimlich eine Verkettung bestehen mub, die 
durch die beschriebenen Eingriffe in hochmolekulare Polypeptide iiber- 
gehen kann, wird auch die provisorische EiweiBformel von Troense- 
gaard?) nicht gerecht. Nach dem von Troensegaard gegebenen 
Formelbild kénnen aus dem EiweiBmolekiil durch Hydrolyse wohl ein- 
zeine Aminosiiuren, vielleicht auch Dipeptide, aber wohl kaum liingere 
Polypeptidketten entstehen. Auch die Eigenschaften der trypsinverdau- 
lichen Anteile der anderen Proteine diirften sich mit den Anschauungen 
Troensegaards wohl kaum in Ubereinstimmung bringen lassen. Da- 
gegen kénnten derartige Strukturen in den Restpeptonen des fermenta- 
tiven Abbaus — entsprechend also den Antipeptonen Kiihnes — sehr 
wohl vorhanden sein, zumal ja auch die Untersuchungen von E. Fischer 
und Abderhalden’) gezeigt haben, daB Prolin und Phenylalanin von 


1) Fischer u. Abderhalden, Diese Zs. Bd. 46, S. 52 (1905). 
*) Diese Zs. Bd. 112, S. 86 (1921). 
5) Diese Zs. Bd. 39, S. 81 (1903). 
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Trypsin nicht in nachweisbarer Menge aus dem EiweiBmolekiil frei- 
gesetzt werden.') 


Weiter ist namentlich der Reichtum der Keratinsub- 
stanzen an Schwefel immer wieder als unterscheidendes Merkmal 
anderen EiweiBkérpern gegeniiber hervorgehoben worden und 
in mehr oder weniger engen Zusammenhang mit ihren 
sonstigen von den anderen Eiwei®kérpern abweichenden 
EKigenschaften gebracht worden. Mit Riicksicht auf die groBe 
Differenz, die zwischen der Ausbeute an Cystin und dem 
Schwefelgehalt des Keratins selbst in den besten Keratin- 
analysen auch heute noch besteht, sind Thiopolypeptide und 
Di-Thiopiperazine, wie sie von T. B. Johnson?) dargestellt 
worden sind, als Modelle fiir hypothetische EiweiSbausteine in 
Erwigung gezogen worden. Durch die Untersuchungen Mor- 
ners’) tiber die leichte Zerstérbarkeit des Cystins ist ein der- 
artiges Kintreten von Schwefel an die Stelle eines Sauerstoff- 
atoms allerdings unwahrscheinlich geworden. Aber auch ab- 
gesehen von den von Johnson dargestellten Schwefelverbin- 
dungen ist eine Verkettung von Polypeptidketten durch 
schwefelhaltige Komplexe im Molekiil des nativen Proteins 
durchaus méglich. Cystingruppen kinnen Bindeglieder zwischen 
zwei Aminosiiureketten in einer Weise, wie sie nachstehend 
skizziert ist und an die Sprossen einer Leiter erinnert, bilden, 


zumal ja — wie aus den Bestimmungen des Aminostickstoffs 
verschiedener Proteine*) hervorgeht —- beide Aminogruppen 
des Cystins im Proteinmolekiil besetzt sind. 
—CO—-CHR—NH—CO NH—CO—CHR—NH— 
| | 
CH—CH,—S—S—CH,—CH 
| | 
—NH—CHR—CO—NH CO—NH—CHR—CO. - 


1) Ob Trypsinantipeptone durch Bromierung oder Oxydation dem 
fermentativen Abbau leichter zugiinglich werden, haben wir bisher nicht 
gepriift. 

*) T. B. Johnson, Jl. of Biol. Chem. Bd. 9, S. 449 (1911). 

3) Mérner, Diese Zs. Bd. 28, S. 595 (1899)- 

*) van Slyke und Birchard, Jl. of Biol. Chem. Bd. 16, 8S. 539 
(1914). 
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- Solche Querkupplungen kénnten natiirlich leicht durch 
oxydative Kingriffe, wie wir sie auf das Keratin in Anwendung 
. gebracht haben, gesprengt werden. Ihre Anzahl im Keratin- 





J molekiil ist zweifellos sehr groB, zumal sich ja in den ver- 
| gleichenden Bestimmungen des Gesamtschwefels und des 
? Cystins, die von Wilson und Lewis’) durchgefiihrt worden 
2 sind, fiir den Cystinschwefel und den Gesamtschwefel in den 
: Keratinen annihernd gleiche Werte ergeben haben. Geht man 
1 | von einem Schwefelgehalt des menschlichen Haars von 4,4°/,?) 

und einem Wert fiir den Monoaminostickstoff von 10,0°/, der 
Substanz aus’), so entfillt (selbst wenn man das zweite Stick- 
stoffatom des Tryptophans vernachlissigt) auf etwa 5 Mono- 
L | aminosiiuren ein Cystinschwefel, so daB ungefiihr jedes 5. Glied 


einer Monoaminosiurekette Traiger einer derartigen —S—S-— - 
Briicke sein kann. 


Diese —S—S-Briicken ausschlieBlich fiir die Unverdau- 
lichkeit des Keratins verantwortlich zu machen, scheint hin- 
gegen wohl zu weit zu fiihren. Zwar geht das Verfahren, 
durch welches das Keratin seine ‘T'rypsinresistenz verliert, 
allemal mit einem Zuriickgehen, in vielen Fallen mit einem 
Verschwinden der Schwefelbleireaktion einher, doch geht der 
Verlust des ,,bleischwirzenden“ Schwefels dem Verdaulich- 
werden der Substanz sichtlich nicht parallel. Es sind uns im 
Verlauf unserer Untersuchungen, die sich mit den Bedingungen 
befaBten, unter denen Keratin verdaulich wird, einige Male 
Keratinabbauprodukte begegnet, die bei vollkommenem Fehlen 
, bleischwirzenden“ Schwefels noch relativ trypsinresistent waren, 
ebenso wie wir auch gelegentlich Priparate erhalten haben, 








1) Wilson und Lewis, Jl. of Biol. Chem. Bd. 73, S. 543 (1927). 

2) Horbaczewski, Sitzungsber. d. Wiener Akad. Bd. 80, II. Abt., 
S. 101 (1879). Mit Absicht sind wir hier von dem relativ niedrigen Wert 
Horbaczewskis ausgegangen. Bei einem Schwefelgehalt von 5,7°/,, 
wie ihn beispielsweise E. Strauss angibt, wiirde sich das Verhiiltnis S: 
Monoamino-N auf 1:4,02 verschieben. Ein dhnliches Resultat ergibt 
sich aus den Cystinbestimmungen von Wilson und Le wis (a. a. O.), 
die fiir Kinderhaar 18,9°/, erhalten haben. 

5) Stary, Diese Zs, Bd. 144, S, 159 (1925). 
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die noch eine ausgiebige Schwefelbleireaktion gaben und dabei 
eine weitgehende Trypsinverdaulichkeit aufwiesen. 

Gegen diese Auffassung von der Bedeutung der Cystin- 
komplexe spricht auch eine andere, schon erwahnte EHigenschaft 
unserer Priparate, da8 nimlich die Verdaulichkeit durch Um- 
fallen und Trocknen der Substanzen erheblich zuriickgeht, ein 
Vorgang, der beim Fehlen bleischwirzenden Schwefels nicht 
gut auf Cystinbindungen zuriickgefithrt werden kann. 

Ahbnlich wie eine Querverbindung von Polypeptidketten 
durch Cystinreste als sehr wahrscheinlich angenommen werden 
mu, ist auch an eine Querverkettung durch Harnstoff gedacht 
worden, eine Hypothese, der an diesem Institut bereits Lippich 
ausfiihrliche Untersuchungen gewidmet hat und die neuerdings 
in anderer Form von Brigl, Held und Hartung?) vertreten 
wird; sie schiene auch den einleitend von uns fiir den Auf- 
bau der Keratine aufgestellten Bedingungen gut zu geniigen. 
In ihnlicher Weise wie Schmiedeberg *) den Quotienten C:NV 
zu einem Riickschlu8 auf Menge und Zusammensetzung der 
von der Kohlehydratkomponente einzelner Proteine schwer ab- 
spaltbaren ,,Restsubstanzen“ des Proteins verwendet hat, haben 
Brig] und Held‘) den Quotienten O:/N fir zahlreiche Hiweib- 
kérper berechnet und den hierbei regelmiBig gefundenen 
SauerstoffiiberschuB zur Begriindung ihrer Anschauung heran- 
gezogen. 

Neben dieser Deutung des Sauerstoffiiberschusses betont 
aber Brigl selbst die Méglichkeit, den beobachteten, bei allen 
Proteinen wiederkehrenden Sauerstoffiiberschu8 durch das Vor- 
handensein gréBerer Mengen Oxyaminosiuren im EiweiBmolekiil 
zu erkliren, die der Isolierung und Bestimmung im Hydro- 
lysat entgangen sein kénnten. Mit Riicksicht auf die weit- 
tragende Bedeutung dieser Frage schien es uns zuniichst 
einmal von Wichtigkeit zu entscheiden, ob dieser Sauerstoff- 


1) Diese Zs. Bd. 90, S. 441 (1914). 

*) Diese Zs. Bd. 173, 8. 129 (1928). 

5) Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 87, S. 1 (1920), und zwar S. 24 ff. 
‘) Diese Zs. Bd. 152, S. 230 (1926). 
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iiberschuB durch die heute bekannten Oxyaminosiuren erkliirt 
werden kann. Die Beantwortung dieser Frage wird mit einem 
Schlage méglich, wenn man statt wie Brig] nur den Sauer- 
stoff und den Stickstoff zu beriicksichtigen, die gesamte 
Klementarzusammensetzung der gefundenen Aminosiiuren und 


des noch nicht in bekannte Bausteine aufgelésten EiweiBrestes 
iiberblickt. 


Die Zusammensetzung des unbekannten Eiweibrestes erhiilt man 
also, indem man die in Prozenten ausgedriickten Werte fiir die Ele- 
ientarzusammensetzung der einzelnen vorgefundenen Aminosiiuren’) mit 
ihrer in Prozenten des Ausgangsmaterials ausgedriickten Ausbeute 
multipliziert, durch 10* dividiert und die fiir die einzelnen Aminosiuren 
erhaltenen Einzelresultate addiert. Die Summe entspricht der Elementar- 
zusammensetzung des bekannten Anteils des Proteins (ausgedriickt in 
Prozenten des Gesamtproteins) und ergibt, von dem Resultat der Ele- 
mentaranalyse des Proteins subtrahiert, die Zusammensetzung des un- 
bekannten Proteinrestes (ausgedriickt im gleichen MaBstab). 

So ergeben sich beispielsweise beim Edestin fiir die Zu- 
sammensetzung der Summe der gefundenen Spaltprodukte die 


Zahlen (ausgedriickt in Prozenten des Ausgangsmaterials): 
37,809, © 5,22°, H 15,329, N 0,649, S 12,359, O. 


Mit Riicksicht auf die Elementarzusammensetzung des 
Ausgangsmaterials von: 


51,28°), C 6,859, H 188%, N 0,889 S  22,19°%/, O 
ergibt sich fir den unbekannten Rest (in Prozenten des Aus- 
gangsmaterials ausgedriickt): 

13,489, C 1,63°9/, H .8,48°9/, N 0,249/, S_—-9,849/, O. 


Hieraus ergibt sich erstens, daB beim Edestin nicht 
84,10°/,, sondern nur 71,33°/, des Proteins auf bekannte 
Spaltprodukte aufgeteilt werden kann und daB der unbekannte 
Rest noch etwa 28,67°/, des Ausgangsmaterials ausmacht. 
Ferner ergibt sich hieraus auch die Elementarzusammen- 
setzung dieses Proteinrestes, und zwar: 


45,5, C 5,50% H 11,79, N 0,819, S 33,1%, O. 


ee 


1) Berechnet als Aminosiureradikale. 
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Die Elementarzusammensetzung des sauerstoffreichsten 
bekannten Kiweibspaltproduktes des Serins!) ist: 


36,269, C 4,89, H 18,849, N 30,50°/, O. | 


Der Proteinrest zeigt also einen wesentlich hdheren | 
Sauerstofigehalt als selbst die sauerstoffreichste durch Eiweib- 
hydrolyse erhaltene Aminosiure, ein Verhalten, dem gegen- 
iiber die Erklairung des Sauerstoffiiberschusses durch unvoll- 
stindige Bestimmung der Oxyaminosiuren vollstandig versagt. 
Selbst wenn der ganze Proteinrest ausschlieBlich aus Serin | 

Mo bestiinde, kénnte dieser Sauerstoffgehalt niemals erreicht | 
werden. 

Aus dem Verhialtnis NV: O, das Brig] seinen Erwiigungen zugrunde 
legt, konnte dieser Schlu8 nicht gezogen werden, da beispielsweise beim 
Oxyglutaminsiurerest (Oxyglutaminsiiure minus 20 und 2H) das Ver- 
hiltnis NV: O noch immer 1:3 betrigt, ein Verhiltnis, das bei weitem 
von keinem der errechneten Restkérper erreicht wird. Erst aus der 
Elementarzusammensetzung bzw. dem prozentuellen Sauerstoffgehalt des 
Restkérpers, der 29,4°/, (den Sauerstoffgehalt des Oxyglutaminsiurcrestes, 
vgl. die beist. Fu&note) bei der Mehrzahl der untersuchten Proteine iiber- 
steigt, geht die Unmdglichkeit hervor, den SauerstoffiiberschuB des 
Proteinrestes zur Giinze oder in einem irgend erheblichen Bruchteil auf 
Oxyaminosiiuren zu beziehen. 

Die erhaltenen Werte sind in der Weise berechnet, daB die Ele- 
mentarzusammensetzung der nach Totalhydrolyse aus dem Edestin er- 
haltenen Aminosiiuren unter Abzug eines Molekiils Wasser, bei den 
Dicarbonsiiureamiden unter Abzug zweier Molekiile Wasser auf 100°/, 
des Ausgangsmaterials bezogen wurde, die erhaltenen Werte dann in 
die folgende Tabelle eingereiht und schlieBlich addiert wurden. 


') Berechnet als zweiwertiges Serylradikal, d. h. unter Abzug einer | 
OH-Gruppe an Carboxyl und eines Wasserstoffs an der Aminogruppe. | 
Die anderen aus Eiwei8kérpern isolierten Aminosiiuren enthalten durch- 
wegs noch weniger Sauerstoff. Der Sauerstoffgehalt des Oxyglutamin- 
siurerestes (berecinet nach Abzug von je 2 Atomen Wasserstoff und 
Sauerstoff) betriigt 29,4°/,, der des Oxyprolylrestes (minus 1 H,O) nur 
24,4°/,, der Sauerstoffgehalt des Asparaginsiiurerestes 24,1°/, usw. Neuer- 
dings haben allerdings Gortner und Hoffman im Teocein eine neue 
Aminosiure C,H,,O,N von unbekannter Konstitution gefunden. Der 
Sauerstoffgehalt einer derartigen Verbindung wiirde nach Wasserabzug 
32,2°/, betragen [Jl]. Amer. Chem, Soc. Bd. 47, S. 580 (1925), zit. nach 
Chem. Zbl. 1925, I, 1699]. 


all 
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n Tabelle 1. 

















Edestin.') 
or — 7 — oasis 

‘ | Spaltprodukt ; il _ | m 5 | be ° 

‘ re a Se TS a 
|= 

Ammoniak ... . 2,28 — 0,27 1,88 -~- ae 

Glykokoll. . . . . 3,80 1,22 0,15 0,71 — | 0,81 

Alann. . .... 3,60 145 0,20 0,57 | — 0,65 

) | Vale 2... ss wet Ot 3,19 0,48 0,74 — | 0,85 

t | Leucine .... . 14,50 7,95 | 1,22 | 1,55 — 1,77 

| Asparaginsiiure. . . 4,50 1,62 0,14 , 0,47 we | 908 

. Glutaminsiiure . . . 14,50 5,90 0,60 1,38 — 3,15 

‘ Wee wk xe x 2,40 0,72 0,08 | 028 0,64 0,32 

ae ae ee ee 0,33 0,11 0,02 0,04 — 0,10 

: Oxyglutaminsdure . . 0,00 — — — — — 

: i ee 15,80 6,51 1,11 5,09 — 1,45 

‘ a a 3,90 1,92 | 0,32 | 0,75 — 0,43 

Histidin . . . . 4,00 2,58 0,18 1,08 —_ 0,41 

' Prolin . ....., 1,70 0,89 0,10 0,21 — | 0,24 

Phenylalanin . . . 2,40 1,57 0,13 | 0,20 — i 

, Tyrosin . . . 2.10 1,25 0,11 0,16 on Ot 

Tryptophan... . 0,00 -—- — -— -— —- 

Oxyprolin 2,00 0,92 0,11 0,21 — 0,49 


Insgesamt | 84,01 [37,80 | 5,22 15,32 0,64 12,35 


Elementaranalyse 
| des Gesamtproteins 


_—_— 


100,00 {51,28 6,85 18,80 0,88 22,19 


re 15,99 13,48 | 1,68 | 3,48 0,24 19,84 








In Prozenten d. Summe — 45,5 | 5,50 11,7 0,81 33,1 


Abnliche Werte geben auch die meisten anderen Proteine, die 
heute bereits zu einem gréBeren Prozentsatz in Aminosiiuren auf- 
geteilt sind. 


In der folgenden Tabelle 2 sind die Schlufresultate, die 
sich nach dem geschilderten Vorgang fiir einige tierische Pro- 
teine ergeben, zusammengestellt. 





1) Alle verwendeten Werte zitiert nach Kestner, Chemie der 
EiweiBkérper (4. Aufl. 1925, S. 231), die dort nicht aufgenommenen Oxy- 
aminosiuren nach Abderhalden, Diese Zs. Bd. 37, 8S. 504 (1902); 
Cystin nach D. van Slyke, Jl. of Biol. Chem. Bd. 10, S. 15 (1911). 
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Tabelle 2. 


























7 1 2 3 4 | 5 
Protein 7 ae 
C H N S$ O 
(relatine’)| Elementarzusammensetzung 50,01 | 6,83 [17,99 | 0,54 | 24,63 
Isolierte Bestandteile Summe j 88,32 | 5,05 | 14,96 | 0,00 ; 16,45 

in °/, [51,20 | 6,77 | 3,03 | 0,00 j 22,1 

Restkérper Summe |11,69 | 1,78 | 3,03 | 0,54 | 8,1 

in °/, 146,53 7,05 | 12,0 2,14 | 32, 
Fibrin?) | Elementarzusammensetzung 52,93 | 6,90 | 16,66 | 1,25 | 22,26 
Isolierte Bestandteile Summe ]| 37,19 | 4,76 [12,00 | 0,32 110,91 
in °/, [57,00 | 7,30 | 18,40 | 0,49 } 16,70 
Restk6rper Summe | 15,74 | 2,14 | 4,66 | 0,93 | 11,35 
in °/, }45,10 | 6,15 113,40 | 2,67 [52.60 
Laet- Elementarzusammensetzung 52,19 | 7,18 |15,77 | 1,73 $23,138 

‘ m2 

albumin’) Isolierte Bestandteile Summe | 38,34 | 5,05 [12,10 | 0,45 | 14,07 
in °/, 154,60 | 7,20 |17,20 | 0,64 | 20,10 
Restkérper Summe | 13,85 | 2,13 | 3,67 | 1,28 | 9,06 
in °/, |46,30 | 7,11 [12,30 | 4,27 [30,30 

Serum- | Elementarzusammensetzung 52,93 | 7,05 | 15,89 | 1,82 | 22,31 

in 4 

albumin*)| Tsolierte Bestandteile Summe {33,19 | 4,50 | 10,50 | 0,62 | 9,41 
in °/, [57,00 | 7,17 | 18,00 | 1,06 | 16,10 
Restkérper Summe | 19,74 | 2,55 | 5,39 | 1,20 | 12,90 
in °/, [47,50 | 6,10 [12,90 | 2,88 130,90 





') Aminosiiuren nach Dakin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 44, S. 499 (1920): 
die Zahlen fiir die Elementarzusammensetzung sind Mittelwerte der Ana- 
lysen von Chittenden [Jl. of Physiol. Bd. 12, S, 23 (1891)]; Sadikoff, 
Diese Zs. Bd. 39, S. 395, und zwar §, 411 (1906); Faust, Arch. fiir 
exper. Pathol. Bd. 41, S. 309 (1899); Paal, Chem. Ber. Bd. 25, S. 1202 
(1892). 

?) Monoaminosiiuren nach Abderhalden und Voitinovici, 
Diese Zs. Bd.52, 8.374 (1907); Tyrosin nach Firth und Fleisch- 
mann, Biochem. Zs. Bd. 127, 8. 147 (1922); Tryptophan nach Fiirth 
und Lieben, Biochem. Zs. Bd. 109, §. 141 (1929); Basen nach Lock 
und Thomas, Diese Zs. Bd. 87, S. 78 (1913); die Elementarzusammen- 
setzung, Cystin und NH, zitiert nach Kestner, a. a. O. 

*) Alle Aminosiiuren zitiert nach Brigl und Held a.a.0O., Ele- 
mentarzusammensetzung nach Sebelien, Diese Zs. Bd. 9, S. 445 (1885). 

*) Aminosiuren nach Abderhalden, Diese Zs. Bd. 87, 8S. 498 
(1902); Glutaminsiiure nach Abderhalden und Samuely, ebenda 
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Bei den in Tab. 2 zusammengestellten tierischen Proteinen 
verschiedenster physiologischer Provenienz zeigt sich somit 
eine auffallige Ubereinstimmung in der Zusammensetzung des 
noch unbekannten EHiweiBrestes und eine starke und dabei 
iiberraschend gleichmaBige Abweichung von der Zusammen- 





setzung des Gesamtproteins. Der Sauerstoffgehalt des sauer- 
stofireichsten, als KiweiBspaltprodukt beobachteten Aminosiure- 
radikals wird von dem EiweiBrest des Lactalbumins eben er- 
reicht, von dem der anderen aufgefiihrten Proteine aber bei 


weitem tiberschritten. 


Ks lag nahe festzustellen, ob sich die beobachtete Gleich- 
miBigkeit in der Zusammensetzung des Eiweifrestes auch aut 






































Tabelle 3. 
1 2 3 s | 5 
Protein ; ; 
C H N S O 
Globin?) | Elementarzusammensetzung 04,97 | 7,20 | 16,89 | 0,42 | 20,62 
Isolierte Bestandteile Summe | 38,62] 4,97 | 11,57] 0,08 | 9.96 
in °/, | 59,10} 7,60 | 17,70] 1,22 | 15,20 
Restkérper Summe | 16,35 | 2,23 | 15,82] 0,34 | 10,66 
in °/, | 46,90] 640 | 15,30] 0.97 | 50,60 
Thymus- | Elementarzusammensetzung 52,37 | 7,70 | 18,35 | 0,62 | 20,96 
histon? ; , ' , = ; : 
) Isolierte Bestandteile Summe | 26,49] 3,85 | 11,04] 0,00 | 6,s8 
in °/, | 55,00 | 7,98 | 22,90] 0,00 | 14,20 
Restkérper Summe j; 25,88 | 3,85 7,31] 0,62 | 14,08 
in °/, | 50,00 | 744 | 14,20] 1.29 | 27.30 


Bd. 46, S. 194 (1905); Tyrosin und Tryptophan nach Kyiotaki, Bio- 
chem Zs. Bd. 134, S. 332 (1925); Ammoniak nach Giimbel, Hofm. Beitr. 


Bd. 5, S. 297 (1904) (0,95°/, N). 


1) Aminosiiuren von Abderhalden u. Baumann, Diese Zs. Bd. 41. 


S. 397 (1907); Tyrosin und Tryptophan nach Hunter u. Barsook, Jl. 


of Biol. Chem. Bd. 62, 8. 507 (1923); Elementarzusammensetzung nach 


Sehulz, Diese Zs. Bd. 24, S. 449 (1923). 


2) Basen und Ammoniak nach Kossel u. Kutseher, Diese Zs. 


Bd. 31, S$. 191 (1900); Tyrosin und Glutaminsiure nach Kutsecher, 


Diese Zs. Bd. 88, 8.114 und 126 (1903). Tryptophan nach Fiirth u 
Lieben, Biochem. Zs. Bd. 109, 8.145 (1920). Alles tibrige nach Abder- 


halden u. Rona, Diese Zs. Bd. 41, S. 
Ileroff, Diese Zs. Bd. 28, 8. 307 (1899). 


NFR 


(1904); Elementaranalyse 
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die basischen EKiweiBkérper erstreckt, bei denen sich — wie 
beim Globin und einigen Histonen — der Reichtum an stickstofi- 
haltigen Diaminosiuren schon in der Elementarzusammensetzung 
des Gesamtproteins durch ein relatives Steigen des Stickstoff- 
gehaltes und ein Zuriicktreten des Sauerstoffgehaltes ausdriickt. 
Wir haben daher auch fiir das Globin und das Histon 
der Thymusdriise die Zusammensetzung des Restkérpers er- 
rechnet und die fiir diese beiden Proteine erhaltenen Zahlen 
in der Tabelle 3 zusammengestellt. 
Es ergibt sich also, daB sich das Globin den anderen 
~ tierischen Proteinen sehr genau anschlieBt und daB das 'Thymus- 
histon nur einen wenig niedrigeren Wert fiir den Sauerstoff- 
gehalt des KiweiBrestes ergibt. Ein von den anderen Kiweif- 
kérpern abweichendes Verhalten scheint bei dieser Gruppe von | 
Proteinen somit nicht vorzuliegen. 
Dagegen zeigt sich ein prinzipieller Unterschied bei einer 
Reihe anderer Proteine, die auch sonst untereinander weit- 
gehende Ahnlichkeit aufweisen. Die alkohollislichen Prolamine 
fallen aus der Reihe der anderen Proteine nicht nur durch 
das Fehlen des Lysins und des Aminostickstoffs und durch 
den Reichtum an Glutaminsiiure stark heraus, bei ihnen ist 
auch der Sauerstoffgehalt des unbekannten EiweiBrestes wesent- 
lich geringer als bei den anderen daraufhin durchgerechneten 
Proteinen. Die Differenz ist bedeutend und kommt nicht nur 
in der Zusammensetzung des Restkérpers, sondern bereits in der 
Zusammensetzung des Gesamtproteins zum Ausdruck. Wihrend 
der Sauerstoffgehalt fast aller anderen Eiweibkérper 22°/, iiber- 
steigt 1), wird diese Zahl vom Sauerstoffgehalt keines einzigen Prol- 
amins erreicht. Ks wird Gegenstand weiterer Untersuchungen 
sein miissen festzustellen, ob und inwieweit zwischen den ab- 
weichenden EKigenschaften dieser Gruppe von Proteinen und 
ihrem relativ geringen Sauerstoffrest Zusammenhiinge bestehen. 
In der folgenden Tabelle sind die Resultate, die wir fiir 
den Restkérper einiger alkoholléslicher PflanzeneiweiBe errechnet 
haben, kurz zusammengestellt. 








1) Kine Ausnahme bilden die Histone, die deshalb auch in die 
Untersuchungen einbezogen worden sind (vgl. oben Tab. 3). 
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¢ Tabelle 4. 
: 1 2 o 4 5 
5 Protein Siesta 
4 C H N S O 
. Zein') | Elementarzusammensetzung 55,23 | 7,26 | 16,13 | 0,60 | 20,78 
n A Isolierte Bestandteile Summe | 43,31 | 5,57 | 12,45] 0,00 | 14,83 
. in °/, | 57,00 | 7,31 | 16,40] 0,00 | 19,50 
‘ Restkérper Summe | 11,92] 1,69 | 16,68] 0,60 | 5,95 
in °/, | 50,10 | 7,09 | 15,50] 2,53 | 25,0 
B Isolierte Bestandteile Summe | 39,64 | 5,22 | 12,30] 0,00 | 13,61 
n in /, | 56,10 | 7,41 | 17,40] 0,00 | 19,30 
P Restkérper Summe {| 15,59] 2,04 3,83 | 0,60 7,17 
4 in °/, | 53,20} 6,97 | 13,10] 2,05 | 24,50 
: C Isolierte Bestandteile Summe | 47,21 | 6,12 | 13,87] 0,00 | 16,52 
~ f in °/, | 56,40] 7,32 | 16,60] 0,00 | 19,70 
Restkérper Summe ; 8,02] 1,14 | 2,26) 0,60 | 20,78 
in °/, | 49,20] 7,00 | 15,80] 5,68 | 26,10 
r N12 48 . 
Gliadin*) | Elementarzusammensetzung 52,72 | 6,86 | 17,66} 1,03 | 21,73 
Isolierte Bestandteile Summe | 36,58} 4,78 | 13,55 | 0,48 | 14,32 
C in °/, | 52,60 | 6,86 | 19,40] 0,69 | 20,60 
1 Restkérper Summe | 16,14] 2,08 | 4,11] 0,55 | 7,41 
) | in °, |} 53,16] 68S 1 13,6 | 1,82 | 24,50 
t | Hordein*)} Elementarzusammensetzung 54,29 | 6,80 | 17,21 | 0,83 | 20,87 
F Isolierte Bestandteile Summe ]} 37,35] 4,65 | 12,68 | 0,67 | 14,41 
1 in °/, | 53,60 | 6,69 | 18,20] 0,96 | 20,60 
° Restkérper Summe | 16,94] 2,15 | 4,53] 0,16 | 6,46 
: in °, | 56,00] 7,10 | 15,00; 0,53 | 21,30 
1 ap Elementarzusammensetzung 52,75 | 6,84 | 17,72] 1,21 | 21,48 
orol- ' ; 
dinin®) | Isolierte Bestandteile Summe | 28,06 | 3,79 | 11,10 | 0,00 | 11,41 
in °/, | 51,70] 6,95 | 20,40 | 0,00 | 21.00 
| Restkirper Summe | 24,69] 3,05 | 6,62] 1,21 | 10,07 
L in °, | 53,00 | 6,53 | 14,20 | 2,60 | 21,70 
1) Elementaranalyse von Chittenden u. Osborne, Americ. Chem. 
Jl. Bd. 13, S, 458 (1891); Bd. 14, S. 20 (1892) (Mittelwert tibereinstim- 
, mender Analysen). 
2) Allen Berechnungen beim Hordein und Gliadin liegen Zahlen 
as 7 


zugrunde, die der ,,Chemie der EiweiBkirper von O. Kestner 8, 244 
(1925) entnommen sind. 

, 3) Auf Grund der Zusammenstellung von Osborne (,,Proteine der 
Pflanzenwelt” in Biochem. Handlexikon, Bd. 4, 8. 41, 1911) berechnet. 


7A 
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Um uns zu iiberzeugen, inwieweit derartige Bestimmungen zu Zu- 
fallsbefunden fiihren, haben wir beim Zein drei verschiedene Serien yon 
Aminosiurewerten verwendet. Den unter A angefiihrten Zahlen liegt die 
Bestimmung der Monoaminosiiuren von Dakin’) zugrunde, die unter B 
angefiihrten Zahlen sind aus den Hydrolysen von Osborne u. Liddle?) 
berechnet und schlieBlich entsprechen die Zahlen der Kolonne C den 
kombinierten Héchstwerten Dakins und der beiden anderen Autoren, 
die zu einer scheinbaren Gesamtausbeute von 101,3°/, Aminosiuren fiihren, 
was wie unsere Berechnungen zeigen, allerdings nur einer tatsiichlichen 
Auflésung des Eiwei8molekiils zu 83,72°/, entspricht.*) Der Vergleich 
von A, B und C ergibt, wie nicht anders zu erwarten, daB die Zu- 
sammmensetzung des Restkérpers bei Zugrundelegung verschiedener 
Analysen noch recht erheblich schwankt, daB aber der Sauerstoffgehalt, 
auf den es uns ja hier in erster Linie ankommt, innerhalb einer Breite 
von 1,5°/, konstant geblieben ist. 


Verglichen mit dem Sauerstoffgehalt des Ausgangsmaterials 
ist also auch bei den Protaminen der Sauerstoffgehalt des 
Proteinrestes wesentlich erhéht, wenn auch lange nicht in dem 
AusmaB, wie bei den Eiwei8kérpern unserer ersten Tabelle. 
Hier wiire es gerade noch médglich, den SauerstoffiiberschuB 
durch Verlorengehen grofer Mengen Serin oder Oxyglutamin- 
siure zu erkliren. 

Mit Riicksicht auf das spezielle Gebiet unserer Unter- 
suchungen war es fiir uns von besonderem Juteresse fest- 
zustellen, welche Ergebnisse sich aus derartigen Berechnungen 
bei den Skleroproteinen ergeben. Leider sind hier die Aus- 
beuten an Aminosiiuren meist nur sehr gering; auBer vom 
Fibroin der Seide, bei dem Abderhalden*) eine weitgehende 
prozentuelle Aufteilung auf bekannte hydrolytische Spaltprodukte 
gelungen ist, gelang es uns nur noch fiir das von Hofmann, 


1) Dakin, Diese Zs. Bd. 130, 8S. 167 (1923), die Diaminosiiuren 
nach Osborne und Liddle. 

*) Osborne u. Liddle, zit, nach Dakin, a. a. O. 

8) Dab eine derartige Kombination von Hichstwerten verschiedener 
Autoren nur mit Einschriinkung zu weiteren Schliissen verwendet werden 
kann, ist selbstverstiindlich und bereits von Dakin, von dem die der 
Rechnung zugrunde liegenden Ausgangswerte ja stammen, nachdriicklichst 


betont worden. 
‘) Diese Zs. Bd. 120, S. 208 (1922). 
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Pregl?) und Knaffl-Lenz?) untersuchte Koilin und fiir das 
von Pregl*) und Buchtala‘) untersuchte Ovokeratin von 
Scyllium stellare ihnliche Berechnungen anzustellen. 


Tabelle 5. 








Protein —_——— ——— 
C H N S O 


Fibroin®) | Elementarzusammensetzung 48,38 | 6,42 | 19,57] 0,0 | 26,63 


Isolierte Bestandteile Summe ! 34,48 | 4,24 | 13,94] 0,0 | 16,51 
in °/, | 49,60 | 6,11 | 20,10] 0,0 | 23,80 


Restk6rper Summe | 13,90 | 2,18 4,63 | 0,0 10,12 


in °/, | 45,10} 7,08 | 15,00] 0,0 | 32,80 

Koilin Elementarzusammensetzung 52,27 | 6,71 | 15,81 |] 1,14 .| 24,07 
Isolierte Bestandteile Summe j 23,08] 2,93 | 6,15] 0,20 | 7,16 

in °/, | 58,40 | 7,40 | 15,60] 0,51 | 19.10 

Restkérper Summe | 29,19] 3,78 | 9,66] 1,14 | 16,91 

in °/, | 48,40] 6,25 | 16,00] 1,89 | 28,00 

Ovokera- | Elementarzusammensetzung 53,92 | 7,33 | 15,08 | 1,44 | 22,2 

tin 


5,0 

Isolierte Bestandteile Summe | 23,90 | 2,65 6,1 
in /, | 59,40} 6,60 | 15,23 

Restkérper Summe | 30,02 ] 4,68 | 8,91 | 1,32 | 14,54 
in °/, | 80,5 | 7,83 1149 | 2,21 | 243 























Elastin®) | Elementarzusammensetzung 54,29 | 7,383 | 16,76 | 0,18 | 21,44 
Isolierte Bestandteile Summe {| 27,29 | 3,69 9,01 | 0,0 10,31 

in °/, | 54,10 | 7,31 | 17,90] 0,0 20,50 

Restkérper Summe j 27,00; 3,64 7,75 | 0,18 | 11,13 

in °/, | d4,3 7,51 | 15,601 3.62 | 22,40 


1) Diese Zs. Bd. 52, S. 448 (1907). 
*) Diese Zs. Bd. 52, S. 472 (1907). 
3) Diese Zs, Bd. 56, S. 1 (1908). 
4) Diese Zs. Bd. 56, S. 11 (1908). 

5) Elementarzusammensetzung, Mittelwert der Analysen yon Cramer, 
Jl. prakt. Chem. Bd. 96, 8. 76 (1865); Vignon, C. R. Bd. 115, S. 613 
(1892); Weyl, Chem. Ber. Bd. 21, S. 1409 (1888). 

6) Monoaminosiiuren nach Abderhalden u. Schittenhelm, Diese 
Zs. Bd. 41, S. 293 (1904); Arginin nach Kossel u. Kutseher, Diese 
Zs. Bd. 29, 8. 551 (1898); Elementaranalyse nach Richards u. Gies, 
Amer. Jl. of Physiol. Bd. 7, 5. 93 (1902). 
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Infolge der relativ kleinen beim Koilin und beim Ovo- z 
keratin erhaltenen Ausbeuten ist ein vollkommen gleichartiges n 
Ergebnis bei diesen Skleroproteinen von vornherein kaum zu ° 
erwarten. Immerhin ergibt sich aus den in der Tab. 5 ge- ; 
gebenen Zahlen, daB die Skleroproteine abnlich wie alle anderen ; 
untersuchten Proteine einen noch unaufgeklirten Sauerstoff- d 
triiger in erheblicher Menge besitzen miissen, daB der Sauer- s 
stoffiiberschuB bei den verschiedenen Skleroproteinen aber sehr ¢ 


verschieden groB zu sein scheint, ja bei einzelnen von ihnen 
iuhnlich niedrige Werte erreicht, wie wir sie oben als charakte- 
ne ristisch fiir die alkoholléslichen Pflanzenproteine beschrieben 
haben. Im allgemeinen bewegen sich die Werte jedoch in den- 
selben Grenzen wie bei den anderen Proteinen, so daB ein ge- 
meinsames unterscheidendes Merkmal sich vorderhand fiir die 
Notgruppe der Skleroproteine wohl kaum wird aus der Zu- 
sammensetzung des Restkérpers ableiten lassen. 

Das gleichmifige Wiederkehren eines so iiberraschend 
hohen Sauerstoffiiberschusses in allen daraufhin gepriiften 
Proteinen erzwingt die Frage nach der Art des Sauerstoff- 
triigers. Aus der vorliegenden Elementarzusammensetzung des 
Gemisches, das der unbekannte Proteinrest darstellt und das 
unter anderem auch die gesuchten Sauerstofftriger enthalten 
mub, lassen sich bereits gewisse Schliisse in dieser Richtung 
ziehen, Schon durch die oben mitgeteilten Uberlegungen 
haben wir den Beweis erbracht, da&i bei den Prolaminen eine 
Erklirung des Sauerstoffiiberschusses durch die Anwesenheit 
bekannter Oxyaminosaéuren oder anderer bereits bekannter 
EKiweiBspaltprodukte unwahrscheinlich, bei den anderen unter- 
suchten EKiweifkérpern aber absolut ausgeschlossen ist. 

Neben Oxyaminosiiuren hat Brig] endstindige CO-Gruppen 
fir die LErklirung des Sauerstoffiiberschusses herangezogen. 
Wir haben uns daher auf Grund der uns bereits yorliegenden | 
Zahlen fiir die Elementarzusammensetzung der Proteinreste | 
verschiedener Proteine die Frage gestellt, ob und inwieweit 
derartige CO-Gruppen den geforderten SauerstoffiiberschuB zu 
decken imstande sind. 


Unsere diesbeziiglichen Berechnungen sind in der folgenden Tabelle 








ool 
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zusammengestellt. In Spalte 1 ist der SauerstoffiiberschuB des errech- 
neten Restkérpers in Prozenten des Ausgangsmaterials angegeben (er- 
rechnet aus dem Sauerstoffrest durch Subtraktion der dem Stickstoff- 
gehalt des Restkérpers iiquivalenten Sauerstoffmenge). In Spalte 2 folgt 
die Menge der CO-Gruppen, die notwendig wiire, um diesen Sauerstoff- 
iiberschuB zu decken (in Prozenten des Ausgangsmaterials), in Spalte 3 
die postulierte Menge CO-Mole, bezogen auf Aquivalente Gesamtstick- 
stoff des Proteins, d.h. also der Bruch, der angibt, auf wieviel Atome 
Gesamtstickstoff eine CO-Gruppe kommen miifte, wenn der ganze Sauer- 
stoffiiberschuB des Proteinrestes durch CO-Gruppen gedeckt werden 
miiBte. Natiirlich handelt es sich bei dieser Annahme um einen Extrem- 
fall, der gewiihlt wurde, um die Verhiiltnisse hierdurch rechnerisch 
faBbar und anschaulich zu machen, 




















Tabelle 6. 
1 | 2 | 3 
Protein Sauerstof- | O0-Menge CO:N 
iiberschub ; 
oi ‘. molar 
Lactalbumin . 4,76 8.31 i: 372 
Gelatine 4,72 8,26 lL: 4,38 
Zein A 1,75 3,06 1: 10,6 
B 2,79 4,89 1: 6,45 
, © 1,68 2.34 1: 11,0 
Globin . 4,57 8,00 1: 4,28 
Fibroin 4,82 8,42 1: 4,40 
Koilin 5,91 10,3 1: 3,08 
Gliadin 2,71 4,75 1: 7,4 
Hordein 1,28 2,24 1: 15,5 
Ovokeratin 4,40 7,70 1: 3,98 
Edestin 5,87 10,3 I: 2 
Serumalbumin 6,75 11,8 1: 2,68 


Ks ergibt sich also, daB beim Lactalbumin, der Gelatine, 
dem Globin, dem Fibroin und dem Ovokeratin ungefahr 4 Stick- 
stoffatome, also (mit Riicksicht darauf, daf das Tryptophan und 
die Diaminosiiuren mehrere Stickstoffatome im Molekiil enthalten) 
héchstens 3 Aminosiiuren auf eine postulierte CO-Gruppe kiimen, 
was der Annahme einer endstiindigen CO-Gruppe als nennens- 
werte Sauerstoffquelle offenbar widerspricht. Beim Koilin, beim 
Edestin und beim Serumalbumin wiiren, wie aus der Tabelle 


13* 
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hervorgeht, noch mehr CO-Gruppen zur Deckung des Sauer- 
stoffmankos notwendig. Die von Brig] angenommenen ester- 
artig am Carboxylende der Polypeptidkette gebundenen Alkohol- 
gruppen, kénnten dieses Verhiltnis héchstens bis auf das 
3fache verschieben, es wiirde sich in diesem Falle bei den 
oben genannten Proteinen etwa um Tetra- bis Pentapeptide 
handeln kénnen. 

So sehr die Befunde iiber die Kohlensiiureabspaltung bei der Siiure- 
hydrolyse von Proteinen, die von Lippich') und in neuerer Zeit von 
Dunn’) erhoben worden sind, geeignet sind, die Hypothese einer partiellen 
Ureidstruktur der Proteine zu stiitzen, so zeigt doch schon die GréBen- 
ordnung, in der sich diese Werte bewegen, wie wenig sich die Elementar- 
zusammensetzung der Proteine hierdurch findern kann. 

Den EinfluB, den einzelne CO-Gruppen auf die Elementarzusammen- 
setzung eines Aggregats von Polypeptiden haben kénnen, zeigt schon 
eine einfache Uberschlagsrechnung. Schon bei 2 Polypeptidketten von 
mehr als 5 Gliedern, die durch eine endstindige CO-Gruppe verbunden 
sind, ergibt sich durch die Anwesenheit der CO-Gruppe eine Ver- 
schiebung des N: O-Verhiltnisses, die in die zweite Dezimale fiillt; sie 
wird naturgemiiB noch geringer, wenn bei einer gleichen Anzahl von 
Gliedern statt Monoaminosiiuren auch Tryptophan oder Diaminosiuren 
beteiligt sind. 


Aus dem Gesagten ergibt sich, da8 aus dem Sauerstoff- 
gehalt des Proteinrestes kein SchluB auf das Vorhandensein 
von CO-Gruppen gezogen werden kann. Sind derartige CO- 
Gruppen vorhanden — eine Méglichkeit, die durchaus nicht 
bestritten werden soll — so kann ihre Anwesenheit den Sauer- 
stoffgehalt des Proteins bzw. des Proteinrestes nicht in einer 
Weise beeinflussen, die nennenswert zur Aufteilung des heute 
noch vollig ritselhaften Sauerstoffiiberschusses der Proteine 
beitragen kénnte. 

Fiir die Deutung des Sauerstoffiiberschusses kiime aber noch cine 
weitere Méglichkeit in Frage. Bei den obigen Berechnungen sind die 
Aminosiiuren nach Abzug je eines Molekiils Wasser, Dicarbonsiiuren und 
Ammoniak nach Abzug von zusammen 2 Molekiilen Wasser in die Rech- 
nung eingesetzt worden. Das bedeutet die Annahme eines vollstiindigen 
Fehlens freier Carboxylgruppen, eine Annahme, die stillschweigend 
akzeptiert scheint, aber noch keineswegs zwingend bewiesen ist. Denn 


') Diese Zs. Bd. 90, S. 464 (1914). 
*) Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 47, 8. 2564 (1925). 
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aus der Beobachtung, da der freie Aminostickstoff der nativen Proteine 
den halbea Lysinstickstoff nicht iibersteigt'), ergibt sich zwar die Folge- 
rung, daB alle Aminogruppen der Aminosiuren im Protein besetzt sind 
und der weitere Schlu8, da mindestens so viele Carboxylgruppen be- 
setzt sein miissen, als Aminogruppen verschwunden sind. Prolin und 
Oxyprolin aber geben keinen van Slykestickstoff. Maximal bis zu einer 
Summe, die dem Prolin und Oxyprolingehalt des Proteins iiquivalent ist, 
kénnten freie Carboxylgruppen in den Proteinen existieren. Die An- 
wesenheit freier Carboxylgruppen bewirkt cine Zunahme des Sauerstoff- 
gehaltes. Aber auch durch das Vorhandensein zahlreicher freier Carboxyl- 
gruppen kann der gewaltige SauerstoffiiberschuB des Proteinrestes nicht 
gedeckt werden. Da sich die Zahlen der Spalte 3 der Tab. 6 natiirlich 
auch auf die Zahl der freien Carboxylgruppen bzw. Wassermolekiile 
beziehen lassen, kime beim Lactalbumin, der Gelatine, dem Globin, 
dem Fibroin und dem Ovokeratin auf héchstens 3 Aminosiuren eine 
freie Carboxylgruppe, beim Koilin, Edestin und beim Serumalbumin 
noch weniger — ein SchluB, der mit zahlreichen gesicherten Ergebnissen 
der EiweiBforschung in Widerspruch steht.?) 

Es ist vielleicht in diesem Zusammenhange nicht ohne Interesse, 
daB neuerdings Aminosiiureanhydride in Diskussion gezogen worden 
sind, bei denen auf ein beteiligtes Molekiil Aminosiiure mehr als 
1 Molekiil Wasserentzug kommt. Derartige Substanzen sind die von 
Bergmann, Miekeley und Kann‘) dargestellten Methylendiketo- 
piperazine. Das Vorhandensein derartiger Gruppen in gréBerer Anzahl 
im EiweiBmolekiil miiBte natiirlich zu einer nicht unbetrichtlichen weiteren 
Sauerstoffverarmung fiihren und das bei allen Proteinen im Gegenteil 
gefundene Sauerstoffplus noch unverstindlicher erscheinen lassen. 

Bereits an anderer Stelle haben Stary und Andratschke’) 
darauf hingewiesen, da8 einzelne tierische Proteine sehr erheblich von 


') Van Slyke u. Birchard, Jl. of Biol. Chem. Bd. 16, S. 539 
(1914). 

*) Namentlich mit den Ergebnissen der Formoltitration. Der Ver- 
gleich des van Slykestickstoffs und des Formolstickstoffs, der yon Felix 
{Diese Zs. Bd. 110, 8. 221 (1920)] durchgefiihrt worden ist, hat bei den 
Prolaminen vollige Ubereinstimmung, bei der Gelatine und beim Edestin 
nur kleine Abweichungen zugunsten des formoltitrierbaren Stickstoffs er- 
geben, woraus sich ergibt, da& auch der Pyrrolidinstickstoff in den 
Proteinen im wesentlichen an Carboxylgruppen gebunden ist. Es liBt 
sich rechnerisch leicht zeigen, daB die gefundenen Differenzen auf die 
Klementarzusammensetzung des Gesamtproteins keinen erheblichen Ein- 
flu8 haben kénnen. 

8) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 445, 8. 21 (1925). 

*) Diese Zs. Bd. 148, S. 88 (1925). 
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der von Osborne, Leavenworth und Brautlecht') aufgestellten 
Regel abweichen, daB bei der Totalhydrolyse der Proteine gleiche molare 
Mengen Ammoniak und Dicarbonsiiure freiwerden. Dort wo ein Uber- 
schub an NH, gegeniiber der Menge der Dicarbonsiiuren gefunden wurde, 
kénnte dies leicht auf die sekundiire Entstehung von Ammoniak aus 
Aminosiiuren wiihrend der Totalhydrolyse oder darauf zuriickgefiihrt 
werden, da8 sich ein Teil der Dicarbonsiuren — bei der Estermethode 
etwa durch unyollstiindige Veresterung oder Verseifung — der Be- 
stimmung entzogen haben kénnte. Bei einzelnen tierischen Kiweib- 
kérpern liegen die Verhiltnisse aber umgekehrt, so entsprechen 100 kg 
Lactalbumin 88 Mole NH,, jedoch 212,3 Mole Dicarbonsiuren, der gleichen 
Menge Gelatine 23 Mole Ammoniak, gegeniiber 65 Molen Dicarbon- 
siuren usw. Die Differenz zugunsten der Dicarbonsiuren muB& auf freiec 
Carboxylgruppen bezogen werden, eine Annahme, die sich durch elektro- 
metrische Messungen von Cohn, Berggren und Hendry?) fiir das 
Zein hat bestiitigen lassen. 

Mit Riicksicht auf den hohen Schwefelgehalt der meisten von uns 
errechneten Proteinreste kénnte natiirlich auch an die Anwesenheit einer 
stickstofffreien Schwefelverbindung etwa nach Art der Thiomilchsiure 
von Friedmann’) gedacht werden. Ein Fehler in der Berechnung 
entsteht natiirlich auch dann, wenn die Thiomilchsiure nicht im Eiweib- 
molekiil priexistent ist, sondern erst wiihrend der Hydrolyse aus Cystin 
entsteht*), da das dabei entstehende Ammoniak als Amidstickstoff be- 
stimmt wird, der sauerstoffhaltige Rest aber in den Proteinrest geriit. 
Eine einfache Rechnung ergibt jedoch, da8 bei keinem einzigen der hier 
aufgefiihrten Proteine der gefundene Restschwefel geniigt, um den Sauer- 
stoffiiberschu8 auch nur zu einem nennenswerten Bruchteil zu decken. 


os, wee DM A RN 


Aus diesen Erwiigungen ergibt sich, daB keine der an- 
gefiihrten Méglichkeiten auch nur anniihernd imstande ist, fiir 
sich allein, die von den Elementaranalysen der Proteine ge- 
forderten Sauerstoffmengen herbeizuschaffen. Es erscheint not- 
wendig, grofBe Mengen anderer stickstoffarmer Verbindungen 
im Eiwei8molekiil anzunehmen, deren Sauerstoffgehalt den der 
bekannten Aminosiiuren bei weitem iibersteigt. 

Aus den Berechnungen, deren Resultate in Tab. 5, Spalte 38 


') Jl. of Physiol. Bd. 23, S. 180 (1908). 

*) Jl. of gen. physiol. Bd. 7, S. 81 (1924). ’ 

8) Friedmann, Hofm. Beitr. Bd. 8, 8S. 1 (1908). 

‘) Miérner, Diese Zs. Bd. 42, 8. 365 (1904). Auch an gepaarte 
Schwefelsiiuren, wie sie in einzelnen Proteiden in Gemeinschaft mit 
Kohlehydraten gefunden wurden, wiire zu denken. 
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zusammengestellt sind, ergibt sich aber weiter, daB der ge- 
suchte Sauerstofftriiger auf jede mit Aminosiuren gekuppelte 
Valenz mehrere Sauerstoffatome besitzen muB. Denn die iiber- 
schiissige Sauerstoffmenge ist so groB, dab in jedem anderen 
Fall ein groBer Teil der aktiven Gruppen der Aminosiiuren 
durch Valenzen des Sauerstofftrigers abgesittigt sein miiBte. 


Da einzelne Proteine scheinbar bereits fast restlos auf bekannte 
Aminosiuren aufgeteilt sind, ist kein Gegenbeweis gegen die Anwesen- 
heit auch bedeutender Mengen unbekannter Eiweifbausteine. Denn 
allemal sind die gewonnenen Aminosiuren als solehe —- also mit einem 
durch die Hydrolyse hinzugekommenen Wassermolekiil — in Rechnung 
gezogen. Zieht man das Molekiil Wasser ab, so schrumpift der bereits 
bekannte Anteil des Proteinmolekiils ganz betriichtlich zusammen. In 
der folgenden Tabelle sind in der 1. Spalte die Ausbeuten fiir die am 
besten bekannten Proteine nach den Angaben der Untersucher zusammen- 
gestellt, in der 2. Spalte finden sich die dazu gehdérigen korrigierten 
Werte, die sich aus der Zusammensetzung der yon den Untersuchern 
gefundenen Aminosiiuren errechnen lassen. Spalte 3 gibt die wirkliche 
Menge des noch unbekannten Proteinrestes, wie sie sich aus unseren 
Berechnungen auf Grund der in Spalte 1 angegebenen Aminosdureaus- 
beuten ergeben hat. 


Tabelle 7. 














1 | 2 | 3 
oe Scheinbare Wirkliche | Unbekannter 

Ausbeute an Spaltprodukten Rest 

o) 7 ) 
Zein A 92,0 76,2 23,8 
s ow 85,5 70.8 29,2 
Gelatine 91,3 74,8 25,2 
Fibroin 86,4 69,2 30,8 
Gliadin 85,7 69,7 30,3 
Hordein 84,8 69.8 30,2 
Edestin 84,0 70.3 29,7 
Fibrin . ae eta. Re 76,5 65,2 34.8 
ee ae an 75,6 65.2 34,8 
Serumalbumin . 68,0 58,2 41,8 
Elastin 61,7 50,3 49,7 
Roggenprolamin 59,6 54,4 46,6 
Thymushiston 55,4 48,3 51,7 
Ovokeratin . . .. . 49,3 40,2 59.8 
ee a ee 46,9 39,5 60,5 
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Im allgemeinen kann man sagen, da® man von der Bruttosumme 
der gefundenen Hydrolyseprodukte etwa 17°), abziehen mub, um zu 
einem Schiitzungswert fir die tatsichliche Nettoausbeute zu kommen. 

Aus der T'abelle ergibt sich somit, daB auch in 
den am genauesten bekannten Proteinen noch ein 
unbekannter Rest vorliegt, der bisher noch bei keinem 
einzigen Protein 20°/, des Proteingewichtes unter- 
schritten hat. 

Wir haben oben bereits den Nachweis erbracht, daB die 
gesuchte sauerstoffreiche Substanz auf jede mit Aminosiiure- 
resten verbundene Valenz mehrere Sauerstoftatome (sicher mehr 
als drei) enthalten mu, Es handelt sich also wahrscheinlich 
um eine Substanz mit mehreren Sauerstoffatomen im Molekil, 
deren Sauerstoffgehalt weit tiber 30°/, betragt. Substanzen, 
die diese Bedingung erfiillen, sind bereits in zahlreichen EiweiB- 
kérpern nachgewiesen worden. Abgesehen von den Kohle- 
hydraten der Mucine sind beispielsweise von Langstein?) aus 
krystallisiertem Serumalbumin, von Pavy?) aus Ovalbumin 
Kohlehydrate bzw. Derivate von Kohlehydraten dargestellt 
worden. 

Trotzdem ist man in neuerer Zeit immer mehr von der 
urspriinglichen Anschauung abgekommen, Kohlehydrate als 
ganz allgemeine Bausteine aller Proteine anzusehen, haupt- 
sichlich wohl unter dem Eindruck der scheinbar fast voll- 
stiindigen Auflésung einzelner Proteine in Aminosiiuren®), viel- 
leicht auch auf Grund der T'atsache, dab es gelingt, die 
Molischreaktion zahlreicher Proteine bei weitgehender Reinigung 
zum Abblassen, in vielen Fiillen sogar zum Verschwinden 
zu bringen. Mit Absicht haben wir daher unter die Hiweib- 
kérper, deren Proteinrest berechnet wurde, einige solche auf- 
genommen, die keine Molischreaktion geben. So ist es vom 
Zein, Edestin, Globin, Thymushiston, Koilin, Ovokeratin 


1) Hofmeisters Beitr. Bd. 1, S. 259 (1902). 

*) Physiology of the Carbohydrates, London, Churchill 1894 zit. 
n. Langstein, Erg. Physiol. Bd. 1, 8. 92 (1902). 

‘) Vgl. Kestner, a. a. O. S. 50 (oben), S. 246 (Mitte) und ander- 


wirts. 


j 
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(Scyllium stellare) bekannt, daB bei ihnen die Molischreaktion 
tehlt. Trotzdem ist gerade bei einigen von diesen Proteinen 
der errechnete SauerstoffiiberschuB des Proteinrestes besonders 
groB. DaB dies jedoch kein Widerspruch ist, geht schon 
daraus hervor, da& Glucosamin und seine Derivate ebenfalls 
keine Molischreaktion gibt.}) 


Auch die Priifung auf reduzierende Substanz hat bei einigen von 
diesen Proteinen zu vdéllig negativen Resultaten gefiihrt. So haben 
Hofmann und Preg1*) nach diesem Verfahren aus Koilin keine redu- 
zierende Substanz erhalten. In eigenen Versuchen haben wir weiter 
im Keratin des Menschenhaars Kohlehydrate nachzuweisen gesucht. 
100 g gereinigtes menschlisches Haar wurde nach Neuberg®) mit 
Bromwasserstofisiiure 24 Stunden im Brutschrank stehen gelassen, mit 
Wasser verdiinnt, iiber Glaswolle filtriert und mit Tierkohle im Vakuum 
bei 50° stark eingeengt. Das Filtrat von der Tierkohle und die Wasch- 
wiisser wurden von dem Rest der Siure mit festem Bleicarbonat befreit 
und abzentrifugiert. Zum Zentrifugat wurde nach dem Vorgang yon 
Hofmann und Pregl‘) Phosphorwolframsiure hinzugefiigt, bis kein 
weiterer Niederschlag mehr ausfiel, dann scharf abzentrifugiert, mit ver- 
diinater salzsaurer Phosphorwolframsiiure nachgewaschen, der UberschuB 
der Phosphorwolframsiiure mit Bariumearbonat entfernt und neuerlich 
scharf abzentrifugicrt. Das Zentrifugat reduzierte — auch nach starkem 
Einengen im Vakuum — alkalische Kupferlésung in keinem einzigen 
unserer zahlreichen darauf hingerichteten Versuche. Auch das Edestin 
hat bereits wiederholt die Abwesenheit von Kohlehydraten ergeben. 

Die Analysen, die unseren Berechnungen zugrunde gelegt sind, 
sind durchweg an weitgehend gereinigten, vieifach an krystallisierten 
Proteinen durchgefiihrt worden. Es scheint unter diesen Umstinden 
wohl ausgeschlossen, daB alle diese Priiparate durchweg noch mit so 
erheblichen Mengen Kohlehydrat verunreinigt sein sollten und es mub 
hieraus daher mit Notwendigkeit der SchluB gezogen werden, dab die 
besprochene sauerstoffreiche Substanz in den untersuchten Proteinen 
nicht als Verunreinigung, sondern im Molekiil verankert vorhanden ist. 

Es ist in diesem Zusammenhang nicht ohne Interesse darauf hin- 
zuweisen, da8 Gortner') auf Grund seiner Untersuchungen iiber die 
bei der Eiweibhydrolyse entstehenden Humine zu der Anschauung 


1) Thierfelder und Klenk, Diese Zs. Bd. 145, S. 222 (1925). 

*) Diese Zs. Bd. 52, 8. 456 (1907). 

‘) Hofmeisters Beitriige Bd. 2, 8. 206 (1902). 

4) Diese Zs. Bd. 52, 8. 456 (1907). 

‘) Vgl. Burr und Gortner, Jl. Amer. Chem. Soe. Bd. 46, 8, 1224 
(1924). 
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kommt, dab sich diese durch Kondensation bestimmter Aminosiuren 
mit einem im Proteinmolekiil priformierten Aldehyd unbekannter Zu- i 
sammensetzung bilden miissen. Ob man allerdings den gesuchten Sauer- I 
stofitriiger ohne weiteres als Kohlehydrat wird ansprechen diirfen, mu8 1 


nach unseren oben geschilderten Versuchen wohl als recht fraglich an- 
gesehen werden. : 


Nur um einen annihernden Begriff von den Mengen 
Kohlehydrat zu geben, um die es sich handeln miiBte, sollen 
hier die berechneten Zahlen fiir den Prozentgehalt an Glucos- 
amin bzw. Hexose angegeben werden, die notwendig wiren, 
um den gesamten SauerstoffiiberschuB des Proteinrestes zu 

™ decken. Es bedarf wohl keines ausdriicklichen Hinweises 
darauf, daB es sich um Maximalwerte handelt. Jedoch selbst, 
wenn ein erheblicher Bruchteil des gesamten Sauerstoffbedarfs 
schon durch Kombination aller erwihnten kleinen Sauerstoff- 
quellen als gedeckt angenommen wird, bleiben die Mengen an 
bisher undefinierten Sauerstofftrigern, die sich dann immer 
noch ergeben, iiberraschend hoch. 


Tabelle 8. 


Alle Zahlen in Prozenten des EiweiBgewichts. 

















Sauerstoffiiberschu8, ausgedriickt als 
Nr. Protein ae sides dia labeanicmpapactnae 
Glucosamin Hexose 
1 Lactalbumin . . . 13,5 | 8,91 
2 Serumalbumin. . . 19,1 | 12,7 
3 Globin . ... . 12,9 | 8,59 
4 Gelatine. . . .. 13,4 | 8,82 
5 Fibroin . ... . 13,9 | 9,05 
6 metlim., . 2. sw 5 16,8 | 11,1 
cj Ovokeratin. . . . 12,3 8,12 
gs | Edestin . .... 16,6 | 11,0 
. 9 Zein A ..... 4,95 | 3,28 
10 a 7,9 5,22 
11 | ZinC ..... 4,75 | 3,15 
12 | Gliadin . 2... 7,65 | 5,10 
13 Hordein. . . . 3,61 | 2,40 


Durch ihre zahlreichen Hydroxylgruppen miiBte sich eine 
so erhebliche Menge von Kohlehydraten oder von &hnlichen 
sauerstoffreichen Verbindungen in der Anzahl der acylierbaren 
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Gruppen des Proteins bemerkbar machen, eine Folgerung, die 
fiir die genaue Krmittlung des gesuchten Sauerstofftragers wohl 
noch sehr von Bedeutung sein diirfte. Tatsichlich ist bisher 
unseres Wissens noch von niemandem beachtet worden, dab 
zwischen der Anzahl der acylierbaren Gruppen der in einem 
bestimmten Protein nach Totalhydrolyse gefundenen Kiweib- 
bausteine und der Anzahl der im nicht hydrolysierten, intakten 
Protein nach Acylierung tatsiichlich gebundenen Siiurereste 
eine ganz erhebliche Spannung zu bestehen scheint, und zwar 
zugunsten des Proteins. ° 

Fiir derartige Vergleiche kommen von den zahlreichen 
bereits unternommenen Acylierungen des Proteins nur die- 
jenigen in Betracht, die erstens an nativem Protein und zweitens 
mit Methoden durchgefiihrt worden sind, bei denen keine 
Hydrolyse oder andere grobe Veriinderung des Hiwei8molekiils 
zu erwarten ist, mit Methoden also, die ein Erhitzen oder 
eine Siure- oder Laugenwirkung streng vermeiden. 

Derartige Acylierungen sind u.a. von Blum und Umbach!) 
durch Benzoylierung mit Benzoylchlorid in einer Liésung von 
Natriumhydrocarbonat durchgefiihrt worden. Sie erhielten 
hierbei zum Beispiel aus frischem Pferdeserumalbumin (Nr. 13) 
ein benzoyliertes Produkt mit 58,2°/, C. Da Serumalbumin 
(vom Pferd) etwa 52,9°/, C enthilt (Abderhalden)?) ergibt 
sich daraus durch einfache Umrechnung’), daB das Serum- 
albumin dieser Autoren Benzoylreste in einer Menge von 
24,3°/, seines Ausgangsgewichtes angelagert hat, eine Menge, 
die 3,25°/, N aquivalent ist. Das heiBt aber, daB bei einem 
Gesamtstickstofigehalt des Serumalbumins von 15,89°/, *) aut 
je 0,231 Benzoylradikale 1,13 Stickstoffatome kommen. Ein 
Verhiltnis demnach von 1 zu 4,89. 

Die Anzahl der heute bereits bekannten benzoylierbaren 
Gruppen des Serumalbumins ist unverhiltnismibig geringer. 
Ausgehend yon den Ausbeuten, die Abderhalden’) aus Serum- 
| albumin erhalten hat, kommen als sicher benzoylierbare Gruppen 








1) Blum und Umbach, Diese Zs. Bd. 88, S. 285 (1913). 
*) Abderhalden, Diese Zs. Bd. 37, 8. 498 (1902). 
5) Aus der Gleichung 100-52,9 = 80a — (100 — 2) - 58,2. 
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die e-Aminogruppe des Lysins — bei 11,08°/, Lysin entsprechend 


1,06°/, N, ferner der Guanidinrest des Arginins — bei der 
Monobenzoylierung von 4,67°/, Arginin iquivalent 0,384°/, N, 
ferner die ‘Tyrosinhydroxyle — bei 5,7°/, Tyrosin?) aquivalent 


einer Menge von 0,44°/, N —, schlieBlich die Serinhydroxyle 
— bei 0,6°/, Serin dquivalent 0,08°/, N — in Betracht. Alle 
anderen Gruppen sind, wie sich aus der Bestimmung des 
van Slykestickstoffs ergibt, durch Carboxylgruppen besetzt und 
wie aus zahlreichen Benzoylierungen synthetischer Polypeptide *) 
hbekannt ist, nicht benzoylierbar. Wir erhalten also eine Anzahl 
oe benzoylierbarer Gruppen, die insgesamt ungefaihr 1,96°/, N 
aquivalent sind, also um 3,25 — 1,96 = 1,29°/, Stickstoffaqui- 
valente weniger als tatsiichlich von Blum und Umbach ge- 
funden worden sind. Bezogen avf den Gesamtstickstofi be- 
trigt also das Verhiltnis 1 zu 8,1, also wenig mehr als die 
Hilfte von dem, was wir am SchluB des vorigen Absatzes fir 
die Acylierungen dieser beiden Autoren berechnet haben. 
Nur um eine annihernde Vorstellung von der GréBenordnung 
dieser Differenz zu erwecken, die auch durch die gréBten Ver- 
luste an Oxyaminosiiuren wohl kaum gedeckt werden kann®), sei 
hier nur angefiihrt, daB eine derartige Differenz bei Tetrabenzoy- 
lierung 4,1°/,, bei Monobenzoylierung 16,5°/, des EiweiBgewichts 
an Glucosamin oder 16,7°/, Tyrosin entsprechen wiirde.*) 





') Kyiotaki, Biochem. Zs. Bd. 134, S. 382 (1923). 

*) Kossel und Edlbacher [Diese Zs. Bd. 93, 8. 396 (1915)] schlieBen 
aus dem negativen Ausfall der Paulyschen Farbreaktion an in alkalischer 
Lésung benzoyliertem Protein, da’ zum Unterschied vom freien Histidin 
das im Protein gebundene Histidin, aibnlich wie der Histidinmethy]- 
ester, unter Ringsprengung am Imidazol benzoyliert wird. Selbst bei 
doppelter Benzoylierung des Imidazols wird das Manko benzoylierbarer 
Gruppen nicht ausgeglichen. Vgl. auch Haurowitz, Diese Zs. Bd. 162, 
S. 51 (1926). 

5) Bei den Diaminosiiuren und bei dem (nach dem Bromadditions- 
verfahren bestimmten) Tyrosin kann eine annihernd quantitative Be- 
stimmung wohl vorausgesetzt werden. 

*) Die Anwesenheit von Kohlehydraten im reinsten Serumalbumin 
wurde von Abderhalden, Bergell und Dérpinghaus [Diese Zs. 
Bd, 41, $8. 530 (1904)] auf Grund des negativen Ausfalls der Molischreak- 
tion bestritten, Landsteiner [Diese Zs. Bd. 42, S. 172 (1904)] erhielt aus 
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Bei der O-Alkylierung der Proteine scheint eine derartige Differenz 
zugunsten des ungespaltenen Proteins nicht zu bestehen, im Gegenteil 
iibersteigt die Anzahl der von verschiedenen Autoren im Protein vor- 
gefundenen Oxyaminosiuren fast iiberall die Menge der von demselben 
Protein gebundenen O-Methyliquivalente betrichtlich. So ergeben sich 
durch entsprechende Umrechnung aus den Resultaten von Herzig und 
Landsteiner’) fiir 100 kg Gelatine 21,3 Mole O-methylierbarer Gruppen 
gegeniiber 111,3 Molen heute bereits priiparativ erhaltener Oxyamino- 
siuren, beim Fibroin 30,2 Mole O-Methyl- gegeniiber 78 Molen Oxy- 
aminosduren, beim Serumalbumin 21,5 Mole O-Methyl- gegentiber 

7,1 Molen Oxyaminosiuren. 


of, 
Experimenteller Teil. 

Die EKinwirkung des Brom—Kisessiggemisches auf Hiweib ist 
zweifellos ein sehr komplizierter Vorgang, bei dem zuniichst 
eine Bromsubstitution an einzelnen Kiwei8bausteinen?’) erfolgt, 
bei dem aber bei weiterer Fortdauer der Einwirkung zweifellos 
noch andere Vorgiinge, so eine partielle Hydrolyse des Pro- 
teins durch die entstandene Bromwasserstoffsiure, vielleicht 
daneben aber auch oxydative Vorgiinge und Eintritt von Brom | 
an Stelle von Doppelbindungen tritt. Es sind Versuche im 
Gang, das Ausmaf, in welchem diese Vorgiinge nebeneinander 
erfolgen, an der vergleichenden Bestimmung des Bromverbrauchs 
einerseits, der Menge des gebildeten Bromwasserstofis ander- 
seits zu messen. 

Wie bei allen Verfahren, die eine derartige partielle Aut- 
spaltung von EKiweifkérpern bewirken, erhilt man durch die 
Kinwirkung von Brom—Kisessig auf Haar zuniichst ein schwer 
entwirrbares Gemisch der verschiedensten Abbaustufen des 
Proteins. Aus diesem Gemenge haben wir in unserer zweiten 
Mitteilung eine Fraktion, die in einer relativ groBen Ausbeute 
zu gewinnen ist, herausgegriffen, gereinigt und beschrieben, ibre 
Verdaulichkeit gemessen und ihre Zusammensetzung bestimmt. 


seinen Priiparaten etwas Glucosamin (0,5°/,) und ein anderes Kohlehydrat 
in geringer Menge, Bywaters und Tasker (Jl. of Physiol. Rd. 47, 
S. 149 (1913)] erhielten 0,25°), Kohlehydrat 
') Herzig und Landsteiner, Biochem. Zs. Bd. 61, S. 460 (1914), 
vgl. auch Herzig, Diese Zs. Bd. 111, S. 223 (1920) u. zwar 8, 226, 2. Abs. 
*) Vgl. hieriiber Zeynek, Diese Zs. Bd. 114, 8. 277 (1921). 
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In den folgenden Untersuchungen haben wir auch die anderen 
Fraktionen, die sich aus dem mit Brom und Elisessig vor- 
behandelten Haar durch moglichst wenig eingreifende Extrak- 
tions- und Fillungsverfahren in zur Analyse ausreichender 
Menge erhalten lieBben, in gereinigter Form dargestellt und 
haben uns bemiiht, die zahlreichen auf diese Weise neben- 
einander entstehenden Abbaustufen des Keratins genau zu 
definieren. 

Dabei ist es natiirlich klar, daB bei der Verschiedenheit 
der unter der Einwirkung von Brom—Eisessig einhergehenden 
Reaktionen Menge und Zusammensetzung der einzelnen er- 
haltenen Derivate von der Dauer des Vorgangs und der Kon- 
zentration des verwendeten Reaktionsgemisches wesentlich ab- 
hingt. Fiihrt man also beispielsweise die Einwirkung linger 
oder bei héherer Temperatur durch, als wir es hier mitgeteilt 
haben, so werden die Produkte von geringem Molekulargewicht 
natiirlich weit mehr vorwiegen, als bei schonender Einwirkung, 
wie sie in den folgenden Versuchen geschildert wird. Ver- 
suchsreihen mit ansteigender EKinwirkungszeit haben wir zur 
Feststellung der Bedingungen, unter denen die Fermentresistenz 
des Keratins zerstért wird, ebenfalls durchgefiihrt und werden 
hierauf spiiter noch zuriickkommen. In der vorliegenden Mit- 
teilung wurde der komplizierte ProzeSb der Brom—Kisessig- 
wirkung an einem bestimmten Punkte unterbrochen und das 
dabei entstandene Gemenge verschiedener Peptone, die sich in 
ihrer Zusammensetzung, in ihrer Fiallbarkeit durch Schwer- 
metallsalze, ihrer Léslichkeit in organischen Liésungsmitteln 
deutlich voneinander unterscheiden, méglichst rein dargestellt 
und untersucht. 

800 g Menschenhaar wurden mit Seifenwasser griindlich gereinigt, 
dann mit destilliertem Wasser durch Reiben und Kneten von den letzten 
Schmutz- und Seifenresten befreit, mehrere Tage mit wiederholt er- 
neuertem Methylalkohol bei 35° digeriert und schlieBlich durch mehrere 
Tage im Soxhletextraktionsapparat mit tiber festem KOH getrocknetem 
Ather extrahiert und entwiissert. Hierauf wurde das Haar im Vakuum- 
trockenschrank bei 50° zur Gewiechtskonstanz gebracht. Das auf diese 
Weise gereinigte Haar wurde in ein groBes Pulverglas eingebracht, in 
einem anderen GefiB eine Mischung von 800 g Brom und 2400 g Eis- 
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essig hergestellt, hierauf unter Umriihren zu dem Haar geschiittet, ver- 
schlossen und unter zeitweiligem Umschiitteln 6 Wochen bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Das Haar ist nach Ablauf dieser Zeit zu 
einem Ballen zusammengesintert, zeigt aber im einzelnen noch deutliche 
Haarstruktur. Die iiberstehende, noch stark bromhaltige Liésung L 
wurde am Ende der Einwirkungszeit vom Bodenkérper M dekantiert, 
abgepreBt und getrennt analytisch aufgearbeitet. 


Die auf dem Biichnertrichter scharf abgepreBte Lésung wurde mit 
der doppelten Menge Ather versetzt, der ausfallende Niederschlag ab- 
zentrifugiert, mit Sodalésung und Essigsiiure wiederholt umgefillt und 
schlieBlich getrocknet. Durch Extraktion mit wasserfreiem Aceton wurde 
cine acetonlésliche Fraktion J £ und eine acetonunlésliche Fraktion JR 
erhalten. Die Ather-Eisessigmischung wurde durch Destillation ein- 
ceengt, mit Wasser verdiinnt, mit Natriumcarbonat und Essigsiiure 
wiederholt umgefillt, schlieBlich in Aceton aufgenommen und durch 
Eindampfen der Liésung gewonnen. 

Der am Boden des, GefiiBes zuriickgebliebene ungeléste Rest M 
des Haars wird nach dem Abpressen mit 10°/,iger Natriumsulfitlésung 
tropfenweise unter Umriihren so lange versetzt, bis eine Probe der 
Mischung Jodkaliumstirkelésung nicht mehr blau firbt. MHierbei lést 
sich das Haar beinahe augenblicklich auf, gleichzeitig fallt ein brauner 
grobflockiger Niederschlag aus. Durch ein grobes Haarsieb wird von 
den geringen ungelésten Resten des Haars (.V) abgeseiht, der flockige 
Niederschlag, der das Sieb gut passiert, sodann durch Zentrifugieren von 
der Lisung P getrennt. Die letztere wurde durch Quecksilberchlorid 
ausgefillt, die Fillung durch Schwefelwasserstoff zersetzt. Aus dem 
Filtrat des Quecksilbersulfids wurden die Fraktionen GR (vgl. S. 220) 
und GF (vgl. §. 223) gewonnen. Der ungeléste Haarrest .V wurde mit 
Sodalésung extrahiert, das in Lésung gegangene, in verdiinnten Siuren 
unlésliche Substanzgemisch wiederholt umgefilit und schlieBlich dureh 
Acetonextraktion in die Priparate B FE und BR fraktioniert. 

Der Niedersehlag O wird zunichst mit verdiinnter (n/5)-Essigsiure, 
hierauf mit destilliertem Wasser wiederholt zentrifugiert und die Wasch- 
wiisser mit P vereinigt, sodann wird O mit n/2-Natriumcarbonatlésung 
in der Kite digeriert; die Substanz lést sich darin vollstindig auf. 
Sodann wurde 2n-Essigsiiure so lange zugesetzt, bis kein weiterer Nieder- 
schlag mehr ausfiel, abzentrifugiert, mit Wasser so lange gewaschen, bis 
das Waschwasser farblos und riickstandsfrei blieb und mit Salpetersiiure 
und Silbernitrat keine Fillung mehr gab; hierauf im Vakuum bei 
Zimmertemperatur fliichtig getrocknet und im Soxhletextraktionsapparat 


mit Aceton erschdpfend extrahiert. Es ging eine intensiv braun gefirbte 
Substanz (DE) in das Aceton iiber, der acetonunlésliche Riickstand (D R) 
wurde hierauf nochmals mit Ather gewaschen und schlieBlich im 
Vakuumtrockensehrank bei 40° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
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Die Substanz J stellt die Hauptfraktion der unter der 
Einwirkung von Brom und Kisessig aus dem Haarkeratin ent- 
stehenden Abbauprodukte dar. Es ist eine braune, gut pulve- 
risierbare Substanz, die sich in verdiinntem Alkali (verwendet 
wurde meist eine Lisung in n/20-Natriumcarbonat) leicht lést, 
beim schwachen Ansfauern der Liésung mit verdiinnter Essig- 
siiure sofort wieder ausfaillt und sich im UberschuB der 
Essigsiiure nicht wieder list. Im Uberschu8 von Mineralsiiure 
ist die Substanz dagegen gut léslich; wird die Siure sofort 
nach der Lésung der Substanz mit Natriumacetat abgestumpft, 
fallt die Substanz — scheinbar unverindert — wieder aus. 
Die alkalische Lisung der Substanz ist durch Aceton, nicht 
aber durch Methylalkohol fillbar. Aus mineralsaurer, ebenso 
wie aus alkalischer Lésung ist die Substanz leicht auszusalzen. 
Von den Farbreaktionen der KiweiBkérper gibt die Substanz 
die Biuretreaktion. Die Farbreaktionen der aromatischen 
Gruppen sind voéllig verschwunden, die Reaktion nach Molisch 
und die Schwefelbleireaktion sind nicht deutlich nachzuweisen. 
Die Argininreaktion nach Sakaguchi!) war dagegen sehr gut 
erhalten. Die Substanz hat zunichst keinen sehr intensiven 
Geschmack, doch tritt nach einigen Minuten ein recht inten- 
siver suppenartiger Nachgeschmack hervor. Ebenso wie die 
auf iihnlichem Wege gewonnenen Priaparate unserer 2, Mit- 
teilung fehlt bei der Substanz DF vollstindig die Braunfirbung 
mit Dinitrobenzol, was um so auffalliger ist, als ja das Keratin 
selbst diese Reaktion stiirker als die meisten anderen Eiweib- 
korper gibt. 

Schon in einer friiheren Mitteilung?) dieser Reihe haben 
wir auf die merkwiirdige Beobachtung hingewiesen, daB unsere 
mit Brom und Wasserstofisuperoxyd dargestellten verdaulichen 
Abbauprodukte des Keratins die von Abderhalden und 
Komm4) in die EiweiBchemie eingefithrten Farbreaktionen 
mit m-Dinitrobenzol und Pikrinsiure nicht geben. 





1) Jl. of Biochemistry Bd. 5, S. 25 (1925). 
2) Stary, Diese Zs. Bd. 144, S, 149 (1925). | 
5) Abderhalden u. Komm, Diese Zs, Bd. 139, 8. 198 (1924). 
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Gegen die Verwendung dieser Reaktion sind namentlich von Berg - 
mann') Einwiénde erhoben worden, die darin begriindet sind, daB auch 
Aminosiureanhydride anderer Art, niimlich die von Bergmann dar- 
gestellten Anhydride des Serins eine ausgesprochen positive Reaktion 
geben. Bei der geringen Ausbeute an Serin, die verschiedene Unter- 
sucher bei Keratinen bisher gefunden haben”), kommt dieser Einwand 
fiir die Keratine wohl weniger in Betracht, als die Abspaltung von 
Schwefelwasserstoff. Ganz abgesehen davon, da’ auch Kohlehydrate 
in gewissen Eiwei8kérpern nachgewiesen sind und zahlreiche Kohle- 
hydrate diese Farbreaktion geben, werden beide Reaktionen aber auch 
in intensiver Weise von Schwefelwassersiofi und seinen Salzen gegeben 
und es liBt sich speziell fiir das Keratin der Haare, das uns hier in 
erster Linie interessiert, leicht zeigen, da’ beim Kochen mit konzen- 
trierter Natriumcarbonatlésung, das nach dem Vorgang von Abder- 
halden und Komm durch eine Minute fortgesetzt werden soll, Schwefel- 
wasserstoff beziehungsweise seine Salze frei und durch Schwermetallsalze 
nachweisbar werden.*) Wir haben daher bei unseren diesbeziiglichen 
Versuch jeweils Kontrollen angestellt, indem wir eine analoge Probe des 
Materials, das eine positive Reaktion nach dem angegebenen Verfahren 
ergab, eine Minute mit gesiittigter Sodalisung kochten und die iiber 
stehende Lisung dann mit einem Tropfen einer sehr verdiinnten Blei- 
acetatlisung versetzten. Bei Substanzen, die keine Schwefelbleireaktion 
geben, fillt diese Kontrolle natiirlich von vornherein weg, ebenso blieb 
diese Kontrolle bei ailen in dieser Mitteilung beschriebenen Priiparaten 
negativ; dagegen ist sic positiy beim nativen Haar und gewissen Pro- 
dukten der partiellen Siiurehydrolyse des Haars, von denen spiiter ge- 
sprochen werden soll. 

Cystin selbst gibt beim kurzen Kochen mit Natriumearbonat keinen 


') Bergmann, Naturwissenschaften Bd. 12, S. 1156 (1924) und 
aa. O. 

®) Fischer u. Dérpinghaus, Diese Zs. Bd. 36, S. 462 (1902); 
Abderhalden u. Mitarbeiter, Diese Zs. Bd. 46, S. 31 (1905); Bd. 46, 
S. 40 (1905); Bd. 52, S. 348 (1907). 

®) Die Schwefelabspaltung aus Haar durch heiBe Natriumearbonat- 
lésung li8t sich sowvhl an frischem, ungereinigtem Haar, als auch dem 
nach Rutherford u. Hawk (JL. of Biol. Chem. Bd. 8, 8. 459 (1907)] ge- 
reinigten Haarkeratin leicht reproduzieren, kann daher weder auf eine 
Zersetzung der Haare durch den Vorgang der Reinigung noch auf Ver- 
unreinigungen zuriickgefiihrt werden. Ubrigens ist die Menge Schwefel, 
der durch heiBe Sodalésung aus Haar als Sulfid freigesetzt wird, bereits 
quantitativ bestimmt worden. Sie betriigt nach Hoffmann {Jl. of. Biol. 
Chem. Bd. 65, S. 251 (1925)] 25°! 


* 
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Schwefelwasserstoff ab, auch die besprochenen Reaktionen bleiben beim 
Cystin negativ.') 

Bei der Bestimmung der Elementarzusammensetzung der 
Substanz erhielten wir: 
Aus 7,8 mg Substanz 1,24 mg NH, entspr. 13,1°/, N (Kjeldahl) 


,, 11,3 mg - 182mg NH, ,, 18,3% N ( a ) 
» 82mg 4, 3,32 mg H,O u. 9,45 mg CO,, entspr. 598% H u 
41,5°/, C 
» 59,8 mg = 3,06 mg H,O u. 8,8 mg CO,, entspr. 5,92°/, H u. 
41,4°/, C 
,, 21,3 mg ‘ 5,4 mg BaSOQ,, entspr. 3,47°/, S (Carius-Pregl) 
,, 18,6 mg e 4,91mg BaSO, __,, 3.629, S ( 9 ) 
,, 14,3 mg . 5,4 mg AgBr 5 2p 7, Be { . ) 
) 


,», 17,1 mg ¥ 6,49mg AgBr » 38,15°/, Be ( 

Die Mikroanalysen wurden in der tiblichen Weise nach dem Preg1- 
schen Verfahren durchgefiihrt. Bei den Cariusaufschliissen von Pro- 
teinen empfiehlt es sich statt der von Pregl empfohlenen kleinen Rohre 
die iiblichen groBen Cariusrohre auch bei den Mikroeinwagen zu ver- 
wenden und mit besonderer Sorgfalt zu verschmelzen. Im Gegensatz 
zu anderen Autoren’), die wohl mit gréBeren Kinwagen gearbeitet haben, 
haben wir die Erfahrung gemacht, daB es unter diesen Kautelen leicht 
gelingt, ein Springen der Rohre auch bei Cariusaufsehliissen yon Eiweib- 
kérpern zu vermeiden. 

Die Analysen entsprechen einer EKlementarzusammen- 
setzung von 
415%, C 5,95°%, H 3,549, S 161°, Br 18,2°/, N 18,71 %, O. 

Daneben gab die untersuchte Substanz wie die anderen 
erhaltenen Fraktionen nur Spuren yon Asche; geringe Spuren 
von Eisen waren in den meisten unserer Priparate vorhanden 
und auch durch sorgfiltiges Waschen und wiederholtes Um- 
fiillen nicht véllig zum Verschwinden zu bringen. 

Die Substanz unterscheidet sich demnach in ihrer Ele- 


mentarzusammensetzung nicht unerheblich von der bereits 





') Abderbalden u. Komm, Diese Zs. Bd. 139, S. 198 (1924). 

*) Vel. Kochs, zit. nach H. Meyer, Analyse und Konstitutions- 
ermittlung, Springer 1916, S. 249; ferner auch Troensegaard u. 
Fischer, Diese Zs. Bd. 142, 8.70 (1925). Bei den Substanzen DR 
und BR, die wir in gré8erer Ausbeute erhielten, konnten wir die Voll- 
stiindigkeit unserer Cariusaufschliisse durch parallele Makrobestimmungen 
aach der Kalkmethode kontrollieren. Wir erhielten genau iibereinstim- 
mende Resultate. 
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frither auf ihnlichem Wege erhaltenen und in unserer zweiten 
Mitteilung beschriebenen Substanz. Die in den Analysen der 
zweiten Mitteilung erhaltenen Werte entsprachen einer Ele- 
mentarzusammensetzung von: 

46,59°/, C 6,64°/, H 3,058°/, S 5,159, Br 138,58, N 25,19/, O. 

Namentlich fallt die Differenz im Bromgehalt auf, die 
zweifellos darauf zuriickgeht, dafi wie schon in der vorher- 
gehenden Mitteilung angegeben, beim Umfillen mit Natrium- 
carbonat und Essigsiure standig neue Anteile des verschieden 
leicht abspaltbaren Broms freigesetzt werden. Berechnet man 
die Klementarzusammensetzung der bromfreien Substanz im 
beschriebenen Priparat, so erhilt man: 

495°, C 71°, H 4,219, S 15,7°/, N 28,5°/, O. 

Hier und im folgenden ist bei der Beziehung auf bromfreie Sub- 
stanz ein eventueller Ersatz des Broms durch andere Gruppen iiberhaupt 
nicht beriicksichtigt bzw. in Rechnung gezogen worden. Bei Ersatz des 
Broms durch Wasserstoff wiiren die Differenzen iibrigens so gering, daB 
sie die angegebenen Werte nicht wesentlich versechieben wiirden. So 
ergeben sich fiir die vorliegende Substanz beim Ersatz von 16,1°/, Brom 
durch 0,204°/, Wasserstoff die Werte 49,3°/, C, 7,3°/, H, 4,2°/, S 
15,7°/, N und 23,5°/, 0. 

Die Elementarzusammensetzung des in der zweiten Mit- 
teilung beschriebenen Praparats, das der Bromeisessigwirkung 
wesentlich linger unterworfen worden war, ergibt sich aut 
bromfreie Substanz umgerechnet: 

491°, C 17,009), H 3,22°%, S 14,26% N 26,45°/, O. 

Zum Vergleich seien auch die Zahlen fiir die Elementar- 
zusammensetzung des Ausgangsmaterials hierhergesetzt: 

50,29, C) 606°, H) 4,449, S%) 163%, N) 23,42%, O. 

Mit zunehmender Einwirkungsdauer nimmt somit der 
Sauerstoffgehalt des Priparats langsam auf Kosten der iibrigen 
Bestandteile zu. Auffillig ist, daB zu Beginn des Prozesses 
jedoch eine ganz betrichtliche Zunahme des Wasserstofigehalts 





1) Durchschnittswert unserer a. a. O. mitgeteilten Bestimmungen, 
durchgefiihrt an Kaukasierhaar verschiedener Provenienz (vgl. Stary, 
Diese Zs. Bd. 150, S. 202 (1925). 

?) Horbaczewski, Sitzungsber. d. Wiener Akad. Bd. 80, II. Abt, 
S. 101 (1879). 


14° 
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eintritt, die offenbar auf der Abspaltung wasserstoffarmer Kom- 
plexe aus dem Keratinmolekiil beruht. Daneben kommt hier 
wohl auch in Betracht, daB die Kinwirkung des Brom—Kisessigs 
mit einer partiellen Hydrolyse und damit auch mit der An- 
lagerung von Wasserstoff und Sauerstoff einhergeht. 

Das Fehlen der Schwefelbleireaktion, zusammengehalten 
mit dem immerhin betrichtlichen Schwefelgehalt der meisten 
Priparate liBt natiirlich auf eine Oxydation des_,,bleischwiir- 
zenden“, also Cystinschwefels, wihrend der 6 Wochen langen 

" Kinwirkungszeit des Brom—Eisessiggemisches schlieBen, die 
wohl im Sinne der Versuche Friedmanns?), der Cystin mit 
Brom in wiBriger Liésung oxydierte, zu Cysteinsaiure fihren 
diirfte. Der durch die Oxydation des Cystins zu Cysteinsiure 
eintretende Zuwachs an Sauerstoff ist bei dem hohen Schwefel- 
gehalt der meisten unserer Priaparate sehr betrichtlich und 
geeignet, einen groBen Teil der Zunahme an Sauerstoff, den | 
unsere Priiparate dem Ausgangsmaterial gegeniiber aufweisen, | 
zu erkliren. Doch ist dem gegeniiber darauf hinzuweisen, dai 
wir aus Versuchen von R. Zeynek?) wissen, daB freies Cystin 
von in Hisessig geléstem Brom bei kurzer Einwirkungszeit | 
nicht angegriffen wird. Mérner ist es nicht einmal gelungen, | 
durch rauchende Salpetersiure oder Kénigswasser in reich- |; 
lichem Uberschu8 und in der Hitze den schwerabspaltbaren — 
Schwefel zur Oxydation zu bringen. ’) 

In der folgenden Zusammenstellung sind die prozentuellen | 
Mengen Sauerstoff, die durch die Oxydation des Gesamtschwefels | 
unserer Priiparate gebunden wiirden, aus dem Schwefelgehalt 
der Priparate berechnet und von dem Sauerstoffgehalt der 
bromfreien Substanz in Abzug gebracht worden. Der Vergleich 
mit dem Sauerstoffgehalt des Ausgangsmaterials von 23,42°/, 
zeigt, daB nach Abzug des Cystinsauerstoffs in den meisten 
Priiparaten keine Zunahme, sondern im Gegenteil vielfach eine | 
Abnahme des Sauerstoffgehalts im Vergleich zum Ausgangs- 
material zutage tritt. 





1) Hofm. Beitr. Bd. 3, S. 25 (19083). 
*) Diese Zs. Bd. 136, S. 163 (1924). 
5) Diese Zs. Bd. 28, S. 483 (1899). 
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. Tabelle 9. 
! aN 
; S Gehalt Sauerstoffverbrauch | Sauerstoff- | Sauerstoff- 
; Priparat des Cystins gehalt gef. rest 
’ 0 . “lo “lo 
1 DR 4,21 6,32 23.5 17,2 
" DE 2,30 3,45 22,4 19,0 
; GR 4,30 6,46 27,5 21,0 
; GE 5,76 8,63 29,7 21,1 
BE 2,93 4,40 21,0 16,6 
‘ JE 4,21 6,32 18,4 12,1 
t JR 3,70 5,56 20,8 15,2 
n HR 4,23 6,33 32,6 26,3 
e 
: Die Bestimmung des Aminostickstoffs wurde nach van Slyke 
} } im der gewoéhnlichen Weise vorgenommen und die n/20-sodaalkalische 
Lésung der Substanz aus der Biirette in den Apparat eingebracht. Die 


Sodalésung selbst fiihrt bei diesem Priiparat bei kurzer Einwirkungszeit 
| zu keiner meBbaren Hydrolyse. Unmittelbar nach Herstellung der soda- 
3 alkalischen Lésung untersuchte Proben ergaben noch nach 6 Stunden 


1 gleich viel Aminostickstoff wie zu Anfang. Die Einwirkungsdauer der 


salpetrigen Siure betrug nach dem Vorgang yon van Slyke und 
|  Birehard’) 20—40 Minuten. Die relativ grofe Zunahme des frei- 
» | gemachten Stickstofis auch noch nach Ablauf der zwanzigsten Minute 

ist hier und in den folgenden Bestimmungen wohl auf die hydrolytische 
Aufspaltung des Bromkeratins durch die salpetrige Saure zuriickzufiihren. 
Von den in der folgenden Tabelle gegebenen Werten sind die im Leer- 











, versuch ermittelten Korrekturen fiir die Stickstoffentwicklung des ver- 
| wendeten kiuflichen Natriumnitrits bereits in Abzug gebracht. 
S| 
t 
; Tabelle 10. 
Cer 7; ; Z 
) 5 s = | Gesamt-N] & N,/2 |] ¢ |e] & 2h 
< a 2 = ois | a | oR 
} Na = Ys 5 on =e) & se 
i. 2 act wee f As} < Ps 
? Min.| mg ”, | mg |eem | mg | °C o, 
4 1 | 20 | 57,9 | 13,2) 7,65 [0,610] 0,335 | 20 | 742] 0,58 | 4,4 
21 30 | 38,6 | 13,2 | 5,1 | 0,424] 0,231 | 22 | 736] 0,60 | 4,6 
s | 30 | 38,6 | 13,2 | 5,1 |0,416| 0,229 | 20 | 736 | 0,59 | 4,5 





























1) Americ. Jl. Biol. Chem. Bd. 16, S. 539 (1914). 
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Die erhaltenen Werte fiir den freien Aminostickstoft 
nihern sich in der GréBenordnung den Werten fiir die freien 
Aminogruppen, die von van Slyke und Birchard?) bei nativen 
Proteinen erhalten worden sind; die von diesen Autoren unter- 
suchten Albumosen enthielten ungefaihr die doppelte Menge 
Aminostickstoff. 


Zur Priifung der Dialysierfihigkeit der Substanz wurden die 
Lésungen in n/20-Natriumcarbonat_verwendet. Um moglichst diinne und 
gleichmaBige Membranen zu erhalten, wurden gewéhnliche Eprouvetten 
zunichst mit einem viscdsen Brei von Rohrzucker (sogenanntem ,,Staub- 
zucker“) in dicker Schicht iiberzogen und getrocknet. Der Zuckerbrei 
trecknet an der Eprouvette zu einer glatten glasigen Kiuste ein, iiber 
die sich dann leicht beliebig diinne Membranen aus Alkohol-Ather- 
Kollodium gieBen lassen. Nach kurzem Trocknen werden die nunmehr 
mit Kollodium tiberzogenen Eprouvetten in Wasser eingelegt; hat sich 
der Zucker einmal gelést, lassen sich auf diese Weise auch die diinnsten 
Membranen ohne zu reiBen leicht abstreifen. Sie wurden in der be- 
kannten Weise auf abgeschnittene Eprouvetten montiert. Die fertigen 
Kollodiumhiilsen wurden zuniichst mit einer Lésung von 1°), Casein in 
n/10-Na,CO, gefiillt und durch 48 Stunden stehen gelassen; sodann 
wurde in der AuBenfliissigkeit der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl be- 
stimmt. In den folgenden Versuchen wurden nur Hiilsen verwendet, die 
sich in dieser Versuchsanordnung als undurchliassig fiir Caseinnatrium- 
lésungen erwiesen hatten. Nach diesen Vorversuchen mit Caseinnatrium 
wurden die Hiilsen sorgfiiltig mit n/10-Na,CO, und Wasser gewaschen. 
Da wir unsere Versuche nur mit einer kleinen Anzahl immer wieder 
verwendeter Hiilsen durchfiihrten, erhielten wir auf diese Weise brauch- 
bare Vergleichswerte fiir die Dialysierfihigkeit der im folgenden be- 
schriebenen Keratinabbauprodukte. 


Tabelle 11. 








Einwage Innenfliissigkeit AuBenfliissigkeit 
Peas Bere aia 2g ge ; 
Sub- N a N-Ge-|  Stick- oe N-Ge- |dialysiert. °/, des 
4 a neve ” 4 , xe Taye ey we a 
stanz ©" halt | stoffrest "| halt |Stickstoff Total- 
mg com vs . eem of | ; 
mg mg °/, mg Img °/)| mg N 
| j | 
250 | 33 28 | 86 24 40 5,4 216 | 6,3 
134 | 17,4 15 4D 6,7 35 3,5 1,23 7,8 











Im eigentlichen Dialysierversuch wurde die Dialysierhiilse 
mit eimer bestimmten Menge einer definierten Lésung der 


') Americ. Jl. Biol. Chem. Bd. 16, S. 539 (1914). 
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Substanz in n/20-Na,CO, gefiillt und in eine mit n/20-Na,CO, 
gefiillte Eprouvette eingehingt. Innen- und AuBenfliissigkeit 
wurde durch Wattebiiusche vor starkerer Verdunstung ge- 
schiitzt; nach 48 Stunden wurde der Stickstoffgehalt der Innen- 
und der AuBenfliissigkeit nach Kjeldahl bestimmt. 

In diesen beiden Versuchen betrug somit der Stickstoff- 
gehalt der AuBenfliissigkeit nach 48 Stunden 2,51°), und 
2,74°/, des Stickstoffgehalts der Innenfliissigkeit. Im ganzen 
hatten nach dieser Zeit 6,3 bzw. 7,8°), des Gesamtstickstoffs 
die Hiilse passiert. Die Dialysierfahigkeit der Substanz ist mit- 
hin sehr gering. 

Die Behandlung der Substanz mit Trypsin (},,",, Trypsin 
in n/20-Natriumcarbonat bei 34° durch 48 Stunden) fiihrte zu 
einer vollstindigen Lésung des Priiparats, ebenso aber auch 
die Kontrolle, die mit dem durch 10 Minuten langes Erhitzen 
am Wasserbad unwirksam gemachtea Trypsinpraparat durch- 
gefiihrt worden war. In beiden Liésungen fiel beim Ansiuern 
mit Essigsiure ein Niederschlag aus, von dem abfiltriert wurde. 
Das Filtrat der Trypsinlésung gab starke Biuretreaktion und 
beim Sattigen mit Ammonsulfat eine Fiallung. Das Filtrat 
der Kontrolle gab weder eine Biuretreaktion noch eine deut- 
liche Fallung mit Ammonsulfat — es war hier die Substanz 
mithin durch Ansiiuern mit Kssigsiiure noch yollkommen fallbar 
geblieben. Das Priparat zeigt also zwar deutlich Trypsin- 
verdaulichkeit, aber in weit geringerem AusmaB als die nicht 
durch wiederholtes Umfillen gereinigte und durch Trocknen 
zur Gewichtskonstanz gebrachten Ausgangspriiparate, von denen 
in unserer ersten Mitteilung berichtet worden ist, eine ganz 
allgemeine Beobachtung, die wir bei zahlreichen, auf diese 
Weise hergestellten Priiparaten immer wieder gefunden haben. 

Eine nennenswerte Verdaulichkeit durch Pepsin oder 
Papayotin war nicht nachweisbar.’) 

Substanz J) /. Wie oben beschrieben, war das mit Brom— 
Kisessig behandelte Haar nach Dekantieren und Abpressen 
des Brom—Kisessigs beim Verriihren mit Wasser zerfallen und 


1) Verwendet wurde hier und in den folgenden Versuchen: Trypsin 
Merck, Pepsin in lamellis (1: 2500) Merek, Papayotin Merck 1: 200. 





OO 
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hatte neben einem geringen ungelésten Riickstand und einer 
stickstoffreichen wibrigen Lésung eine flockige Fallung ergeben, 
die nach dem Umfillen mit Sodalésung und verdiinnter Kssig- | 
siure und weiterer Reinigung noch eine acetonlésliche und eine 
acetonunlésliche Fraktion enthielt. Der Acetonextrakt wurde 
im Vakuum stark eingeengt, die Substanz ) /# durch Zusatz 
von viel Ather ausgefallt, abzentrifugiert und mit Ather gewaschen. 


Die als Nebenfraktion erhaltene Substanz DF ist eine 
hellbraune, stark hygroskopische Substanz, die beim EKindampfen 
der Acetonlésung in lackartig glanzenden Schollen zuriickbleibt. 
Die Biuretreaktion ist hier nur schwach positiv, die Reaktionen | 
der chromogenen EiweiBbausteine nach Millon und Adam- | 
kievicz-Hopkins bleiben negativ, dagegen ist die Reaktion | 
nach Molisch in dieser Fraktion sehr deutlich, ebenso ist | 
auch die Reaktion mit Dinitrobenzol nach dem Verfahren von 
Abderhalden und Komm deutlich nachzuweisen. Ks _ ist 
eine auffaillige Erscheinung, daB bei allen unseren Fraktionen, 
in die sich das erhaltene Reaktionsgemisch aufspalten lieB, das 
Auftreten der Dinitroreaktion und der analogen Pikrinsiure- 
reaktion dem Auftreten der Molischreaktion deutlich parallel 
geht, so daB die Fraktionen, die noch eine deutlich erhaltene 
Molischreaktion zeigen, auch noch gegen diese beiden Reaktionen 
sich positiv verhalten. Stark positiv war die Reaktion nach 
Sakaguchi. 

Ebenso wie die Substanz D FL geben noch einzelne andere, in den 
vorliegenden Untersuchungen beschricbene Substanzen, eine positive 
Reaktion mit Dinitrobenzol. Es sind dies durchweg Substanzen von 
relativ geringem Stickstoffgehalt, die sich in Aceton gut lésen und in 
verhiltnismiBig geringer Ausbeute gewonnen wurden. Bei den aceton- 
unléslichen Substanzen fehlt diese Reaktion, wie oben berichtet, dagegen 
vollkommen. Mit Riicksicht darauf, daB diese Substanzen durechweg 
durch Extraktion mit Aceton gewonnen worden waren, lag der Verdacht 
nahe, den positiven Ausfall der Reaktion auf zuriickgebliebene Reste 
des Acetons zuriickzufiihren. Aceton gibt natiirlich sowohl die Dinitro- 
reaktion nach Bitto als auch die Pikrinsiiurereaktion nach dem Abder- 
haldenschen Vorgang. Um dies auszuschlieBen, wurde eine geringe 
Menge der Substanz D Rk, welche diese Reaktion nicht gibt, mit Aceton 


verrieben, durch mehrere Tage unter Aceton stehen gelassen, hierauf 
abzentrifugiert, schlieBlich parallel mit einer Probe der Substanz D LV 


& 


ee 
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mit Ather in der Zentrifuge gewaschen. Nach wiederholtem Auswaschen 
war die Substanz DF neuerlich negativ gegen die beiden Reaktionen 
geworden, wiihrend die Substanz D FL gegen diese Reaktionen nach wie 
vor positiv blieb. 

Die Lésung der Substanz wird durch Ansiiuern mit Essig- 
siure ausgeflockt; die Fallung lést sich im UberschuB des 
| Hisessigs rasch wieder auf. Die alkalische Liésung der Sub- 
| stanz wird durch viel Aceton ausgefillt, in saurem Aceton ist 
| die Substanz hingegen gut léslich. Durch Zusatz von Salz- 
| lésungen wird die Substanz aus ihren Lésungen sehr rasch 
| niedergeschlagen, schon durch Viertelsattigung der Lésung mit 
Ammonsulfat wird sie sofort ausgesalzen. 


Die Elementaranalyse ergab, verglichen mit der vorangehenden 
Substanz DR eine gro8e Differenz im Stickstoffgehalt; wir erhielten: 


Aus 7,2mg Substanz 0,65 mg NH, entspr. 7,43 °/, N 
5 86mg ‘ 0,80mg NH, » aes 

» ot mg ‘ 3,06 mg H,O u. 867mg CO, ,, 5,4 %, Hu. 
41,5 %, C 


» yh Oe ” 3,85 mg H,O ,,10,85mg CO, ,, 5,45°/, H u. 
41,65 °/, © 


» 21,4 mg . 2,38 mg BaSQ, ‘ 1,53 9/, S 
, 20,2 mg n 2,7 mg BaSOQ, » 1989.8 
,, 13,5 mg ‘ 8,45mg AgBr » Sat *,. Be 
, 18,1 mg » 11,4 mg AgBr » Mr ie 


Dies entspricht einer Klementarzusammensetzung von: 
416%, C 60% H 1,68% S 267°, Br 7,539, N  16,49°/, 0 
Berechnet auf bromfreie Substanz: 
566% C 82% H 2,3% 8 10,3°/, N  —- 22,4, O 
Fiir den freien Aminostickstoff ergaben sich nach van 
Slyke folgende Werte: 
Tabelle 12. 











act : ot. 
2 80 Gesamt-N | N, | N/2 BS ijgn] « Be 
Nr} QA | 2 a |2 . is 

= E = : 
=D " As| < |>8 
: | re "sa % S 

Min.}| mg %, | mg | cem |] mg C I 
1 | 20 | 48,67 | 7,53 | 3,66 | 0,02 | 0,011 | 22 | 736 | 0,023 | 0,3 





2 | 30 | 48,67 | 7,53 | 3,66 | 0,04 | 0,022 | 23 | 736 | 0,045 | 0,6 
3 | 30 | 53,23 | 7,53 | 4,01 | 0,03 | 0,016 | 22 | 736 | 0,030 | 0,4 
4 | 70 | 53,23 | 7,53 | 4,01 | 0,07 | 0,038 | 21 | 735 | 0,181 | 0,95 
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Ks sind hier somit nur ganz geringe Mengen freien Amino- 
stickstofis nachweisbar, Mengen die wesentlich geringer sind 
als bei den meisten nativen EKiweiBkérpern oder bei der oben 
beschriebenen Substanz D R. 


Auch in ihrer Verdaulichkeit unterscheidet sich die hier 
beschriebene Substanz sehr wesentlich von dem oben be- 
schriebenen acetonunléslichen Praparat. Von Trypsin (?/, °/, 
Trypsin Merck in n/20-Na,CO,) wird das Praparat in 48 Std. 
bei 34° vollstaindig gelést, durch Ansiuern mit Hssigsiiure und 
nachfolgende Siattigung der Lésung mit Ammonsulfat waren 
nur geringe Triibungen zu erzielen, wahrend die mit der durch 
10 Minuten am Wasserbad erwarmten Fermentlésung versetzte 
Kontrolle, die im itibrigen vollkommen parallel behandelt 
worden war, schon beim Ansiuern mit Kssigsiiure sofort aus 
der Lésung ausflockte. Hingegen gaben Verdauungsversuche 
mit Pepsin und Papayotin keinen meBbaren Abbau der Sub- 
stanz. 


Zur quantitativen Bestimmung der Trypsinverdaulichkeit 
wurde die Zunahme der freien Aminogruppen nach der Methode 
von van Slyke bestimmt. Wahrend der 2 tagigen, in der 
oben beschriebenen Weise durchgefiihrten Trypsinverdauung 
nahm die Menge der freien Aminogruppen etwa auf das 
50 fache zu. 


Die Bestimmung wurde in der Weise durchgefiihrt, dab eine 
0,5°/,ige Lésung von ,,Trypsinun Merck“ in n/20-Natriumcarbonat- 
lésung das eine Mal mit der gleichen Menge n/20-Natriumearbonatlésung, 
das andere Mal mit der gleichen Menge einer definierten Lésung der 
Substanz DF in n/20-Na,CO,-Liésung versetzt wurde. Von beiden er- 
haltenen Lésungen wurde fiir die Anstellung der Leerversuche ein Teil 
entnommen, 10 Minuten lang auf dem Wasserbad erhitzt und hierauf 
neben dem Hauptversuch im Brutschrank bei 34° durch 48 Stunden ver- 
schlossen stehen gelassen. Alle Proben wurden mit etwas Toluol ver- 
setzt. Einwirkungszeit des Nitrit-Eisessiggemisches 80 Minuten. In der 
folgenden Tabelle sind unter 1 und 2 die Verdauungsversuche mit aktivem 
Trypsin, unter 3 und 4 Kontrollversuche mit durch Hitze inaktiviertem 
Trypsin angefiihrt. Zur Anstellung des Leerversuches wurden weitere 
Proben mit der verwendeten Trypsinlésung und mit der Lésung des 
durch Hitze unwirksam gemachten Trypsins, aber ohne die Substanz 
angesetzt und gleichfalls unter Toluol bei der gleichen Temperatur 
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durch 48 Stunden stehen gelassen. Bei der nachher vorgenommenen 
Bestimmung der Aminogruppen in diesen beiden Lésungen nach van 
Slyke und bei einer Einwirkungszeit der salpetrigen Siure von 30 Min. 
ergaben je 2ccm der wirksamen Trypsinlésung (bei 733 mm Hg Luft- 
druck und 20° Temperatur) 1,54 cem N, und 1,61 cem N,, im Durch- 
schnitt also 0,865 mg Stickstoff, je 2cem der unwirksamen Kontroll- 
lésung (bei gleichem Druck und 19°C) 1,39 cem N, und 1,36 cem N,, 
im Durchschnitt also 0,765 ng Stickstoff. Von den Werten, die in der 
folgenden Tabelle mitgeteilt werden, sind die Mittelwerte der Leer- 
versuche bereits in Abzug gebracht. 


Tabelle 13. 


Substanz. ‘Trypsinverdauung. 





























Einwage Bestimmung 1 Bestimmung 2 

1 © 
a es , - > | i- oe wae pee +e 
m2 SS] og: oS eo | & 

&E}26) Stickstoff [xs = “el gi) 
Pe a oOo > N N/2 | = N N 9 
KTR a —tthe|t |" | “* Teele | |e 
co > ; pes a a ~ Z 

mg total ;Aminoj™ = °C cem mg {7 & /° ccm . mg 

1 | 76 | 5,77 |0,0287] 736 18 1,21 : 0,67 | 736 19 1,08 | 0,60 
2 85 | 6,40 | 0,0321] 736 19 1,35 | 0,75 736 19 1,43 | 0,79 


Leerversuche 


3 | 76 5,77 
85 6,40 





0,0287| 736 | 18 | 0,82 0,176 | 736 | 19 0,42 0,232 
0,0321] 736 | 19 | 0,43 0,238] 736 19 0,36 0,200 


Der Vergleich der Versuche 1 und 3, 2 und 4° ergibt 
ferner, daB bei 2tigiger Kinwirkung bei 34° die Natrium- 
carbonatliésung allein schon zu einer ganz erheblichen Zu- 
nahme des Aminostickstoffs gefiihrt hat; 3,3°/, des Totalstick- 
stofts sind bereits nach vanSlyke als Aminostickstoff bestimmbar. 
Wesentlich héher steigt aber der Aminostickstoff unter der 
cleichzeitigen Einwirkung des ‘Trypsinpriiparates; hier war nach 
48 Stunden bereits ungefihr 10°/, des Gesamtstickstoffs zu 
Aminostickstoff geworden. 


Zur Priifung der Dialysierfihigkeit der Substanz wurde eine Probe 
in n/20-Na,CO, gelést und die Lésung in eine Dialysierhiilse aus Alko- 
hol-Ather-Kollodium eingebracht, dessen Impermeabilitiit fiir Kolloide 
vorher an Casein gepriift worden war. Nach 48 Stunden wurde in der 
Innenfliissigkeit und in der AuBenfliissigkeit (n/20-Na,CO,) der Stickstoff- 
gehalt bestimmt. 
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Tabelle 14. 











Kinwage Innenfliissigkeit AuBenfliissigkeit 
: Ps ene Bee oa ie 
Sub- N- Stick- N- : 

N_ | Menge Menge Stickstoff 
stanz ‘Gehalt  stoffrest a ae rao" 

| ‘ig des 

mg ing ecm | mg-°/, mg ecm mg-"/) | mg Total-N 
172 | 18 19 16,6 3.15 52 | 133 | 69 80 
208 16 23. 15,7 3,60 48 | 112 | 54 11,2 








Ks handelt sich hier also um eine sehr gut dialysable 
Substanz, die sehr viel Brom aber keine freien Aminogruppen 
enthalt. 

Substanz GF. Die Lésung P, die von dem oben be- 


schriebenen Niederschlag O — nach der Reduktion des iiber- 
schiissigen Broms durch Na,SO, — durch Zentrifugieren ab- 


getrennt worden war, wurde nun mit kalt gesittigter HgCl,- 
Lésung so lange versetzt, bis kein weiterer Niederschlag mehr 
ausfiel. Der Niederschlag (G) wurde abzentrifugiert, in der Zentri- 
fuge mit HgCl,-Lésung gewaschen, schlieBlich in Wasser auf- 
geschwemmt und durch Hinleiten von H,S zersetzt. Von dem 
Sulfid wurde abfiltriert, durch weiteres Einleiten von H,S die 
Abwesenheit von Quecksilber im Filtrat konstatiert, der iiber- 
schiissige Schwefelwasserstoff durch Einleiten von Luftund schlieB- 
lich durch Eindampfen der Lésung auf ein kleines Volumen im 
Vakuum restlos entfernt. Aus der etwa auf '/, eingedampften, 
zunichst klaren Lésung schied sich nach einigen Tagen eine 
weibe Fallung ab. Nach einigen Tagen wurde von dieser 
Fiallung abzentrifugiert, die Liésung hierauf noch einige Tage 
stehen gelassen, ohne daB eine weitere Triibung eingetreten 
wire. Der abzentrifugierte Niederschlag (G2) wurde hierauf 
mit Aceton und Ather gewaschen und entwissert, im Vakuum 
getrocknet und zur Analyse gebracht. Die iiberstehende Fliissig- 
keit (@ F) enthielt noch mit HgCl, fallbare Substanz, sie wurde 
im Vakuum eingedampft, der zuriickgebliebene Riickstand mit 
Aceton und Ather gewaschen und im Vakuum zur Gewichts- 
konstanz gebracht. 

G R ist ein weiBes Pulver, das sich in verdiinnter Natrium- 
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carbonatlésung zu einer farblosen Fliissigkeit list und eine 
starke Biuretreaktion gibt. Die Farbreaktionen des Tyrosins 
und Tryptophans und des Cystins sind nicht nachweisbar, 
dagegen ist die Argininreaktion nach Sakaguchi stark positiv. 
Wie fast alle Produkte der Brom-Kisessigwirkung, fallt auch 
diese Substanz in schwach saurer Lisung sofort aus, list sich 
aber sofort im Uberschu8 der Kssigsiure, noch rascher im 
Uberschu8 yon Mineralsiuren auf. Die saure und ebenso 
auch die alkalische Lésung der Substanz wird durch viel 
Aceton, nicht aber durch Methylalkohol gefiallt. Die Substanz 
wird auBerordentlich leicht ausgesalzen, Ammonsulfat fallt sie 
lange noch vor Erreichung der Halbsittigung aus. Das Priparat 
| schmeckt nicht unangenehm nach Réstprodukten. 

| Die Klementaranalyse ergab: 


Aus 9,1 mg Substanz 1,41 mg NH, entspr. 12,7 °/, N 
5» 39mg - 0,612 mg NH, »  12,99°, N 
5» 4,9 mg ‘ 2,69mg H,O u. 76mg CO, _,, 6,12°/, Hu. 
42.1 %, C 
» 94mg ‘a 3,l1l1mg H,O ,, 8,35mg CO, _,, 6,46 °/, Hu. 
423 % 
5» 32,0 ng ” 8,9 mg BasSO, 88 °/, S 
,, 18,7 mg 5,4 mg BaSO, 3.95 °/, & 
5, 12,8 mg . 2,94mg AgBr 9,8 °/, Br 
» 11,9 mg 2,8 mg AgBr 10,0 °/, Br 


Hieraus ergibt sich eine Klementarzusammensetzung von: 
42,297 C 629%, H 388%, S 9,9°% Br 12,99, N  24,83°/, O 
Bezogen auf bromfreie Substanz: 

46,8%, C 698% H 4,3°%,S 148% N 27,5°%, O 

Die Bestimmung der freien Aminogruppen nach yan 
Slyke ergab folgende Resultate: 


Tabelle 15. 














fue . 
© 8 N 4 bet 8 A 2 
oni Y yr e mino-. 
x an = E Gesamt-N | N, | N/2 2 1S eeu N | 
I dD) c > 
A ? S ea °/, des 
‘¢ = o/, |Total-N 


Min. | mg °f, | mg |eem | mg 


1 | 20] 82,8 | 12,9 10,65] 0,84 | 0,458 | 20 | 727] 0,552 4,80 
21 30! 82,8 | 12,9 10,65] 0,91 | 0,496 | 20 | 727] 0,600 4,65 
s | 30] 55,2 | 12,9 71 | 0,62 | 0,838 | 20 | 7271 0,611 4,75 


! : ; sa aaa 
4 | 120] 552 7129 7.1 | 0,70 | 0,381 | 20 | 72710690 5,37 
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Der Dialyseversuch wurde, um vergleichbare Resultate 
zu erhalten, in der oben beschriebenen Weise an Kollodium- 
membranen durchgefiihrt, die mit Hilfe von Caseinnatrium- 
lésungen auf ihre Undurchlissigkeit fiir Kolloide gepriift worden 





waren. 
Tabelle 16. 
EKinwage Innenfliissigkeit AuBenfliissigkeit | 
Sub- 1 lv | N- | Stick- M | N- dialys. 
} Menge Menge | 48 
stanz 8°) Gehalt| stoffrest | 8°} Gehalt | _Stiekstoff 
m -_ | 
7 mg mg cem | mg-°/, |! mg ecm | mg-°/, | mg is 
102 13,2 | 13 61,2 7,98 87 | 0,8 | 0,296 | 1,3 | 
154 199 | 27 330 8,9 41 , 0,76 | 0311 2,3 | 








Die Dialysierfihigkeit der Substanz ist also sehr gering, 
wenn auch noch deutlich nachweisbar. 

Durch Trypsin wird die Substanz sehr rasch und weit- 
gehend abgebaut. In einer Trypsinlésung in n/20-Na,CO, lost 
sich die Substanz — ebenso wie in der trypsinfreien Kon- 
trolle (1) — leicht auf. Nach 48 stiindiger Verdauung ist die 
Fiillbarkeit der Substanz durch verdiinnte Siuren in der 
Trypsinlésung vollig geschwunden, in der Kontrolle aber vdllig 
erhalten. Auch die Siattigung der Verdauungslésung mit 
Ammonsulfat gab nur eine geringe Triibung, die Biuretreaktion 
erschien in ihrer Intensitiit herabgesetzt und in ihrem Farbton 
nach Rot verschoben. 


Die quantitative Bestimmung der Verdaulichkeit erfolgte durch 
Messung der Zunahme der freien Aminogruppen nach der Methode von 
van Slyke. Verwendet wurde eine '/,°/,ige Trypsinlésung in n/20- 
Natriumearbonat, bei einer Versuchsdauer von 48 Stunden und einer 
Temperatur von 34° C, unter Zusatz von etwas Toluol (Versuche 1 und 2). 
Zum Vergleich wurde eine eingewogene Menge des Priaparates mit der 
gleichen Trypsinlésung, die durch kurzes Erhitzen auf dem Wasserbad 
unwirksam gemacht worden war, versetzt und nach 48 Stunden eben- 
falls der Aminostickstoff bestimmt (Leerversuch 3 und 4). Die Ein- 
wirkungszeit des Nitrit-Eisessiggemisches betrug tiberall 30 Minuten. 

Von den beobachteten Werten waren noch die Werte fiir den 
Stickstoff, den das Trypsinpriiparat allein schon mit dem Nitrit-Eis- 
essiggemisch entwickelt, in Abzug zu bringen. Die in diesen Versuchen 
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verwendete und in gleicher Weise wie der Verdauungsversuch selbst 
behandelte Trypsinlésung gab zu je 2cem in den van Slykeapparat 
eingebracht (bei 733 mm Hg Druck und 20° Temperatur) 1,48 eem und 
1,43 cem Stickstoff, im Durchschnitt also 0,80 mg N. Die gleiche 
Trypsinlésung ergab — in gleicher Weise wie die Leerversuche 3 und 4 
behandelt — im van Slykeapparat 1,36 eem (in  iibereinstimmenden 
Doppelbestimmungen bei 733 mm Druck und 19°C), mithin also auf je 
2cem 0,745 mg Aminostickstoff. In den Angaben der folgenden Tabelle 
sind diese Mittelwerte bereits in Abzug gebracht. 


~Tabelle 17. 











Kinwage Bestimmung 1 Bestimmung 2 
| rey ; F ; 2 
| m|Q«q| Stickstoff |. | = ae thE 
Sins iH——--——-#2g™| o | WN, | N@ia”| © | N, | Nj2 
> | total Amino] # s | = Be) = | 
| — | 0 — as 0 
mg | mg mg 2£'°C eem meg —& °C} ccm | mg 
1 | 60,5 7,8 0,86 | 741 18 206 1,15] 739 18! 213 1,18 
2 1483 6,2 , 029 | 741 21 1,65 0,90] 740 20 1,71 0,95 








Leerversuch 
3 1605 78 0,36 | 741 18 0,89, 0,50 | 739 19 0,75 | 0,42 
41483 62 0.29 | 739 19, 0,64! 0,35] 738 19 0,78 0,44 
i 


Der Vergleich der Versuche 1 und 3, 2 und 4 ergibt, 
daB die Anzahl der Aminogruppen der untersuchten Substanz 
in der Lésung, die auBer n/20-Na,CO, nur inaktiviertes Trypsin 
enthielt, in 48 Stunden um 31°/, zugenommen hat, in der 
Trypsinlésung aber in der gleichen Zeit um 220°/,. 

Substanz G/. Die in Lésung verbliebene Substanz GF, 
in trockenem Zustand ein weiBes, kaum hygroskopisches Pulver, 
zeigt in vieler Hinsicht ganz analoge Kigenschaften wie die 
eben beschriebene Substanz G#. Auch hier fallt der stark 
positive Ausfall der Argininreaktion auf. Die Substanz gibt 
starke Biuretreaktion. Sie lést sich am raschesten in schwach 
alkalischer wiiBriger Fliissigkeit, aber auch in destilliertem 
Wasser; auf Ansiiuern mit Essigsiiure tritt keine Fillung ein, 
auch durch Alkohol in saurer oder alkalischer Lésung wird 
die Substanz nicht zur Lésung gebracht; Aceton in groBem 
UberschuB fiihrt dagegen sofort zu einer Fallung. 
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Die Elementaranalyse der Substanz ergab folgende Resultate. 


wurde erhalten: 
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Aus 8,8mg Substanz 1,06mg NH, 


» %t2mg 
» 4,3 mg 
» 6,1 mg 


4, 28,3 mg 
, 24,7 mg 
,, 16,8 mg 
» 17,2 mg 


99 


0,88 mg NH, 





Es 


entspr. 9,90°/, N 


99 


2,11 mg H,O u. 4,33 mg CO, ” 


3,02 mg H,O u. 6,12 mg CO, 


8,15 mg BaSOQ, 
6,5 mg BaSO, 
13,4 mg AgBr 
14,0 mg AgBr 


10,04°/, N 
5,5 %/, Hu. 


34,6 ,/) Br 


Dies entspricht einer Klementarzusammensetzung von: 
27,49), © 5,519, H 3,78°/, S 343%, Br 9,979, N 19,059, O. 
Bezogen auf bromfreie Substanz: 
41,7 °/, C 84°), H 5,76 °/, S 15,2 °/, N 29,7 °/, ©. 
Die Bestimmung des Aminostickstoffs erfolgte, wie beiden | 
anderen Substanzen, nach der Methode von van Slyke. 


Tabelle 18. 





| 
| 


























= 
uM = ; 
| 3 s Gesamt-N N, | N/2 Fy “4 i Amino-N 
Nr} 4 = = z | —— 
i _ S °/, des 
Min.} mg %, mg | ecem] mg | °C ",  Total-N 
1 | 20 | 61,2 | 9,97 6,09 | 0,23 } 0,125] 22 | 731 | 0,204 2,05 
2 | 30 | 40,8 | 9,97 4,06 | 0,16 }0,088] 20 | 731 | 0216 2,17 
3 | 30 | 40,8 | 9,97 4,06 | 0,16 [0,088] 20 | 731 | 0,216 2,17 


Die Substanz dialysiert durch Kollodiummembranen ver- 
hiltnismiBig gut. Der Dialyseversuch wurde in der oben be- 
schriebenen Weise an mit Casein gepriiften Membranen aus 
Alkohol—Ather—Kollodium durchgefiihrt. 


Tabelle 19. 





Kinwage Innenfliissigkeit AuBenfliissigkeit 

a ee oe ~  dialys, 

Sub- N- Stick- N- ee 

N_ |Menge Menge Stickstoft 

stanz Gehalt  stoffrest Gehalt Tey a 
/ es 
mg | mg | ecem mg-°/,) mg ecm | mg-°/, mg Total-N 
132,9 | 13,2 | 28 18,2 5,1 47 11,08 | 5,2 60,08 

114,0 | 11,4 3 16,4 3,78 46 i256 | 5,75 | 76,3 
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Durch Trypsin wird das Priparat weitgehend abgebaut, 
mit der oben beschriebenen Trypsinlésung durch 48 Stunden 
bei 34° stehen gelassen, list es sich vollstindig auf, Sittigung 
mit Ammonsulfat in essigsaurer Lésung erzeugt in dem Ver- 
dauungsgemisch keinen Niederschlag mehr, wihrend die mit 
inaktiviertem ‘Trypsin durchgefiihrte Kontrolle durch Zusatz 
von gesittigter Ammonsulfatlésung leicht auszusalzen ist. Ver- 
dauungsversuche mit Pepsin oder Papayotin gaben ein vollig 
negatives Resultat. | 

Substanz LF. Der nach der Einwirkung von Brom und 
Kisessig ungeliést gebliebene Rest des Haars wurde nach der 
Reduktion des iiberschiissigen Broms mit Na,SO, von der 
iiberstehenden Lésung P und dem ausgefallenen flockigen 
Niederschlag abgeseiht und mit Wasser unter wiederholtem 
Rithren und Auspressen gewaschen. 

Er wurde hierauf mit verdiinnter Na,CO,-Lésung in der 
Kilte extrahiert, wobei eine nicht unbetriichtliche Menge des 
tiickstands in Lésung ging. Die Lésung wurde hierauf durch 
Ansiuern mit Essigsiiure in eine saurelisliche und eine siiure- 
unlésliche Fraktion zerlegt, die letztere durch neuerliches Lésen 
in verdiinnter Sodalésung und Ausfillen mit Essigsiiure ge- 
reinigt, mit verdiinnter Essigsiiure, schlieBlich mit Wasser ge- 
waschen, mit Aceton erschipfend extrahiert, mit Ather ge- 
waschen und getrocknet. 

Die auf diese Weise erhaltene Substanz BR ist der oben 
beschriebenen Substanz DR in vieler Beziehung sehr dhnilich. 
In verdiinnten Alkali oder Alkalicarbonatlisungen list sie sich 
leicht auf, fillt aus diesen durch Ansiiuern mit Essigsiiure 
sofort aus und lést sich im UberschuB der Essigsiiure (Kisessig) 
sofort wieder auf. Sowohl die Lisung in Alkali als auch die 
Lésung im NSiureiiberschu8 wird leicht durch Alkali, nicht 
durch Methylalkohol gefillt. Die Substanz ist leicht aussalzbar 
und wird durch Ammonsulfat in sodaalkalischer Lisung noch 
vor Krreichung der Halbsiittigung ausgefillt. Die Farbreaktionen 
zeigen einen analogen Ausfall wie bei der oben beschriebenen 
Substanz DR bis auf die Schwefelbleireaktion, die hier stark 
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positiv ausfillt..) Auch hier stark positive Argininreaktion. 
Die Substanz hat einen intensiv suppenartigen Nachgeschmack. 


Bei der Bestimmung der Elementarzusammensetzung erhielten wir: 


Aus 7,3 mg Substanz 1,13 mg NH, entspr. 12,7 °/, N 
» 4,9mg Fe 0,765 mg NH, , m9 "2 


4,8 mg » 2,82 mg H,O u. 7,27mg CO, _,, 6,58 °/, H u. 
41,2 %, C 


>] 


7,2 mg : 416mg H,O u. 10,8mg CO, _,, 6,46°, Hu, 
40,8 °/, C 
,», 33,2 mg , 10,6 mg BaSO, = 4,36°/, S 
~ »» 24,7 mg s 7,9 mg BaSO, = 4,40°, § 
», 16,1 mg - 7,3 mg AgBr m 19,8 °/, Br 
, 14,7 mg ‘ 6,7 mg AgBr - 19,3 °/, Br 


Dies entspricht einer Klementarzusammensetzung von 
410°, C 652%, H 4,88°/,S  19,3°/, Br 128°, N 16,0°%, O. 
Bezogen auf bromfreie Substanz: 
50,9°/, C 8,1°/, H 5,42, § 15,8 °/, N 19,8°/. O. 
Auffillig ist hier der hohe Schwefelgehalt, der den 
Schwefelgehalt des Ausgangsmaterials wesentlich iibersteigt. 
Die Bestimmung der Aminogruppen nach van Slyke er- 
gab folgende Werte: 
Tabelle 20. 





N 
j 3 Ss Gesamt-N N, N/2 oo Bod = Amino-N 
me m 2 hea = ¢) 
ae 8) 
Nr] Q = HK Es 
yD. faa = “* des 
Min.j| mg ‘fo | mg | eem | mg 7 °C °/, | Total-N 











1 | 20 | 73,8 | 12,8 | 9,45 | 1,12 | 0,61 | 19 | 729 ] 0,825} 6,45 
2 | 30 | 49,2] 12,8 | 6,3 | 0,82 | 0,46] 20 | 729 | 0,935) 7,30 
120 | 49,2 | 12,8 | 6,3 | 0,92 | 0,50 | 20 | 729] 1,010 7,94 





























a 
we 


Von Trypsin wird die Substanz rasch abgebaut, nach 
48 stiindiger Kinwirkung einer 0,5°/,igen Trypsinlésung in 
n/20-Natriumcarbonat wird die Substanz vollig gelést und die 
Fillbarkeit in verdiinnter Essigsiure ist verschwunden. Im 


') Diese Fraktion ist die einzige von den hier beschriebenen, die eine 
positive Schwefelbleireaktion zeigt. AuBerdem zeigte nur noch der un- 
veléste Rest des Haars, von dem BR durch Lésen in Natriumcarbonat 
abgetrennt worden war, positive Schwefelbleireaktion. 
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Leerversuch, fiir den die Trypsinsodalésung durch 10 Minuten 
aut 100° erhitzt worden war, war bei ganz parallelem Vor- 
gehen die Substanz noch vollstindig durch Essigsiure zur 
Fallung zu bringen. Mit Ammonsulfat aussalzbare Produkte 
waren am Schlu8 der Verdauungszeit noch in beiden Proben — 
in der mit wirksamem und in der mit inaktiviertem Trypsin 
versetzten — in groBer Menge vorhanden. 

Dieser Abbau geht mit einer erheblichen Zunahme an 
Aminogruppen einher. Wihrend die Anzahl der Aminogruppen 
in der Kontrollésung praktisch gleich blieb, stieg die Anzahl 
der Aminogruppen der mit aktivem Trypsin behandelten Sub- 
stanzprobe in einem Versuch auf 300°/,, im anderen auf 
264°/, des Ausgangswertes. Der Prozentsatz des Aminostick- 
stoffs war mithin durch 2tigige Trypsinverdauung von 7,3°/, 
auf 19,9°/, gestiegen. Die Bestimmungen und alle Kontrollen 
wurden in der oben geschilderten Weise nach der Methode 
von van Slyke bei einer Kinwirkungszeit des Nitrit—Hisessig- 
gemischs von 30 Minuten vorgenommen. 

Die Abziige fiir die Stickstoffentwicklung der Trypsinlésung selbst 
sind in der Tabelle bereits in Rechnung gezogen; die in diesen Ver- 
suchen verwendete Trypsinlésung ergab zu je 2 ccm in den Apparat 
eingebracht 1,35 cem N, (bei 743 mm Hg und 21° C) und 1,39 cem N, 
(bei 741mm Hg und 20° C), was im Mittel 0,76 mg Aminostickstoff 
entspricht. Die durch Hitze inaktivierte Trypsinlésung ergab am Ende 
des Versuchs hingegen 1,22 cem N, (bei 742 mm Hg und 21°C) und 
1,19 eem N, (bei 788 mm Hg und 20°C), was im Mittel beider Bestim- 
mungen 0,66 mg Aminostickstoff entspricht. 


Tabelle 21. 








Kinwage Bestimmung 1 Bestimmung 2 
2 |.a«a Stickstoff |. 5) & “4m! & 
Soa . ( ‘ pe T T /é¢ 
er & s inne i” ae PS as ® N, N/2 | oa ~ N, a j 2 
> * total | Amino As) & Hs|& 
S io a as oO 1] O , 

mg mg | mg 2, °C}eccm| mg E °C] eem = mg 

1 80 | 10,25) 0,75 | 738 | 21 | 3,65) 2,0 | 739 20 4,05 2,25 











2 112 14,30 1,05 738 | 20 | 4,90 2,7 738 | 20 5,05 2,78 
Leerversue! 


21 1,40 0,77 
121 1,56 0,84 





112 | 14,30 


80 | - 0,75 | 738 
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Die Substanz dialysiert durch Kollodiummembranen relatiy 
schlecht, immerhin hatte nach 48 Stunden die Konzentration 
der AuBenfliissigkeit in dem einen Dialyseversuch 4,23°/,, im 
anderen Versuch 5,6°/) der Konzentration der Innenflissigkeit 
erreicht. Die Bestimmungen wurden in der oben _beschrie- 
benen Weise durchgefiihrt, als Membran diente auch hier 
Alkohol—Ather—Kollodium, das mit Caseinnatriumlisungen auf 
seine Undurchlissigkeit gegen Kolloide gepriift worden war. 


Tabelle 22. 

















EKinwage Innenfliissigkeit AuBenfliissigkeit 
Sub- | N- | Stick- N- | _dialys. — 
N_ | Menge | Menge | Stickstott 
stanz Gehalt | stoftrest Gehalt; 
ng ng cem |! mg-° | mg ecm = img-°/) | mg "é 
231 29,6 | 80 | 73,0 | 28,4 1 | 70 | 388 | 9 
202 | 25,8 | 19 | 93,0 | 17,7 50 | 104 | 52 | 11,2 








Substanz 5 L. 

Der unter der Einwirkung des Brom-Eisessigs und ferner auch 
beim Zusatz von Wasser zu dem Reaktionsprodukt ungelést gebliebene 
Rest des Haars gab der Extraktion mit verdiinnter Sodalésung und 
wiederholtem Umfiillen schlieBlich ein Substanzgemisch, aus dem sich 
die acetonunlisliche Substanz BR und als Nebenfraktion die aceton- 
lésliche Substanz BE gewinnen lie8. Das Substanzgemisch wurde in 
der Reibschale mit Aceton verrieben, durch ein kleines Filter abfiltriert, 
der Riickstand in einen Soxhletextraktionsapparat eingebracht und er- 
schépfend extrahiert. Die Acetonlésung wurde bei niedriger Tempe- 
ratur eingedampft, der Riickstand wiederholt mit Ather verrieben und 
schlieBlich im Extraktionsapparat durch 12 Stunden mit wasserfreiem 
Ather extrahiert. Bei niedriger T'emperatur getrocknet, stellt die Sub- 
stanz amorphe, hygroskopische, spréde, gliinzende Schiippehen yon 
mahagonibrauner Farbe und widerlich harzigem Geschmack dar. Die 
Substanz gibt die Biuretreaktion und die Argininreaktion nach Saka- 
guchi; die Farbreaktionen des Tyrosins und des Tryptophans und die 
Schwefelbleireaktion sind nicht nachweisbar. Auffillig ist die intensive 
Braunfirbung, die beim Erwiirmen mit Dinitrobenzol in sodaalkalischer 
Lisung eintritt, eine Reaktion, die die Substanz mit dem ebenfalls 
acetonléslichen Priiparat DH gemeinsam hat, wiihrend die beiden durch 
ihre Unldslichkeit in Aceton abgetrennten Substanzen ) Round BH diese 
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Reaktion vollstandig vermissen lassen. Parallel mit den Differenzen im 
Ausfall dieser Farbreaktion, und mit den Verschiedenheiten in der Lés- 
lichkeit der beschriebenen Priparate, geht der Stickstoffgehalt, der in 
den acetonléslichen Substanzen wesentlich niedriger als in den aceton- 


unléslichen ist. Auch hier — wie bei den oben beschriebenen Pri- 
paraten DR und DE — geht die Desamidierung mit der Zunahme der 


Loslichkeit in Acecton Hand in Hand. 


Bei der Bestimmung der Elementarzusammensetzung er- 
hielten wir: 


Aus 11,3 mg Substanz 1,29 mg NH, entspr. 9,35°/, N 
, 10,8 mg e 1,23 mg NH, » 999°, N 
» 0,3 mg ss 3,06 mg H,O u. &,61 mg CO,  ,,: 6,46°/, H_ u. 
44,4 %/, C 
6,1 mg i 3,94 mg H,O u. 9,9 mg CO, ,, 6,50°, H u. 
443 %, C 
» 31,3 mg ” 5,47 mg BaSQ, » 2&5 
» 30,9 mg . 5,04 mg BaSO, » 2,249.8 
» 16,1 mg ‘ 7,8 mg AgBr » 20,6 *, Be 
» 15,3 mg 7.54 mg AgBr » 20°). 


Dies entspricht einer Elementarzusammensetzung vou: 

44,49, C 6,48°/, H 2,32°, S 208°, Br 9,37°/, N 16,63 °%,0. 
Bezogen auf bromfreie Substanz: 
“uYy,c¢ 8177, H 2939.8 118° N 21,90% 0. 
Infolge der geringen Ausbeute mute hier auf die Bestimmung des 


Aminostickstoffs und die genaue Untersuchung der Verdaulichkeit der 
Substanz verzichtet werden. 


Untersuchung der iiberstehenden Lésung. 

Wihrend im Verlaufe der Brom-Kisessigwirkung das Haar 
selbst immer mehr zu einer kompakten dunkelgefarbten Masse 
wird, geht die Farbe des iiberstehenden Eisessiggemischs immer 
mehr in Braunrot iiber und der Stickstoffgehalt wiichst er- 
heblich an. 

Da schon die Voruntersuchung ergeben hatte, daB eine 
erhebliche Menge des Haarkeratins bei der Einwirkung des 
Brom—Eisessiggemisches in Lésung geht, wurde auch die von 
dem Haar dekantierte Lésung auf die in Liésung gegangenen 
Abbauprodukte priiparativ aufgearbeitet. Ks ist eine braunrot 
gefiirbte, stark nach Brom riechende Fliissigkeit. Sie wurde 
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zunichst mit dem doppelten Volumen Ather versetzt, wobei 
sich ein zerflieBlicher, zih am Glase haftender Niederschlag 
absetzte, von dem die iiberstehende Loésung leicht dekan- 
tiert bzw. durch Zentrifugieren abgetrennt werden kann. Der 
Niederschlag wurde in verdiinnter Sodalésung gelést und sofort 
durch Ansiiuern mit Essigsiure wieder ausgefallt. Die Fallung 
wurde abzentrifugiert, 8mal mit verdiinnter Essigsiure, 3mal 
mit Wasser gewaschen, hierauf neuerlich in verdiinnter Soda- 
ldsung aufgelést und mit Kssigsiiure ausgefallt, schlieBlich mit 
Kssigsiure und Wasser bis zur Riickstandsfreiheit des Wasch- 
wassers gewaschen. 


Die stark hygroskopische Fiallung wurde endlich auf eine 
Glasplatte aufgestrichen und im Exsiccator tiber Calcium- 
chlorid bei niedriger Temperatur im Vakuum getrocknet. 


Substanz J/#. Die getrocknete Fraktion J wurde nach 
mehreren Tagen von der Glasplatte mechanisch entfernt, pulve- 
risiert und in wasserfreiem Aceton aufgenommen, wobei ein 
groBer Teil der Fraktion in Lésung ging. Vom Acetonunlis- 
lichen wurde abzentrifugiert und auf der Zentrifuge wiederholt 
mit Aceton nachgewaschen. Die Acetonextrakte wurden vereinigt, 
weitgehend eingedampft und schlieBlich durch Zusatz verdiinnter 
wiiBriger Salzsiure neuerlich ausgefillt. Die niedergeschlagene, 
braune ziithe Substanz wurde mit Wasser bis zur Chlorfreiheit 
gewaschen, hierauf mit Ather erschépfend extrahiert und ver- 
rieben, der Ather durch Evakuieren erst bei Zimmertemperatur, 
dann bei 40° entfernt. Das zur Gewichtskonstanz gebrachte 
Priparat ist ein braunes, sprédes, glinzendes Pulver von un- 
angenehm harzigem Geschmack, das nur eine schwache Biuret- 
reaktion, dagegen eine deutliche Reaktion nach Molisch und 
die Reaktion nach Sasaki-Abderhalden mit Dinitrobenzol 
in alkalischer Lésung gibt. Argininreaktion nach Sakaguchi 
positiv. 


Diese Substanz zeigte nur sehr geringe Trypsinverdaulich- 
keit; nach 48 stiindiger Verdauung war die auch in der 
Kontrollprobe — vollig geléste Substanz durch Ansiiuern mit 
Kssigsiiure leicht wieder ausfillbar. 
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Die Analysen ergaben: 


Aus 7,3 mg Substanz 0,91 mg NH, entspr. 10,3°,, N 
., 6,8 mg im 0,87 mg NH, ” 10,5°/, N 


» 4,7 mg ‘ 2,54 ng H,O u. 7,62 mg CO, ,,, 6,03°/, H u. 
44,38°/, C 
, 9,2 mg . 2,91 mg H,O u. 8,5 mg CO, ,, 6,24°/, H u. 


g C 
44,6 °/, C 
., 36,0 mg * 8,45 mg BaSO, ° 3,21°, §& 
,, 23,8 mg ‘a 5,94 mg Bas, ; 3,43°/, S 
,, 13,8 mg . 6,85 mg AgBr 21,15°', Br 
, 15,7 mg " 7,83 mg AgBr »  21,27°, Br 


Dies entspricht einer Elementarzusammeusetzung von: 
445°, C 6,187, H 93,33°,8  21,2°, Be 104°, N 14,45°/, O. 
Bezogen auf bromfreie Substanz: 
56,5°9/, C 7,8°7,H 4,21°9,S8 12,89, N 18,4%, O. 


Die etwas opalescente Loésung der Substanz in n 20- 
Natriumcarbonat klirt sich auf Zusatz von Alkohol oder wenig 
Aceton vollstiindig auf, wird jedoch durch viel Aceton aus 
ihrer Lésung wieder ausgefallt. Beim Ansiuern fallt die 
Substanz aus der Liésung aus, lést sich aber rasch wieder im 
UberschuB der Siiure. Durch Ammonsulfat liBt sich die Sub- 
stanz sehr leicht, noch lange vor Erreichung der Halbsiattigung, 
aussalzen. 

Die Bestimmung des Aminostickstofis ergab nach der 
Methode von van Slyke: 


Tabelle 23. 





5 7 = o A mino-N 

; 5 = & 1] Gesamt-N N, N 2 Ss isin Amino-N 
Nr.| A RM > ae = _ eo 
— ™ mn = ucts 
Min.}| mg | mg |eem | mg | °C.] & ; Total-N 


l 20 | 74,04 7 10,4 7,7 0,28 | 0,158 19 T2S | 0.206 1.99 
2 30 | 74,04] 104 7,7 O30 | 0,164 19 728 | 0,221 2,19 
3 30 | 49,386 7 10,4 5,11 | 0,21 7 0,115 20 730 | 0,233 2,20 
4 60 | 49,86] 10,4 5,11 | 0.24 | O13] 20 730 | 0,26 


























na 
= 
a) 
fy 
J' 
= 
a 
dl 
~ 


In der gleichen Versuchsanordnung wie bei den anderen 


beschriebenen Priiparaten wurde auch hier die Dialyse ge- 
essen. 
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Tabelle 24. 





Kinwage Innenfliissigkeit AuBenfliissigkeit 
Sub- N- | Stick- | N- Bryce 
} Menge | | Menge | Stickstol 
stanz "| Gehalt | stoffrest | Gehalt 
ng mg | ecm = mg-°/, | mg ccm | mg-°/, mg ae 
98,6 | 102 | 15 | 45 6,75 28 | 81 | 2,97] 18 
165 | 168 | 18 | 56 | 10,1 86 | 12,3 | 4,43} 22 








Der auBerordentlich niedrige Wert fiir den Aminostickstoff, 
der iiberraschenderweise sogar niedriger ist als der Amino- 
stickstoff der nativen EKiweiBkérper, stimmt mit der geringen 
Dialysierfahigkeit der Substanz gut iiberein; beides liBt auf 
eine Substanz von relativ hohem Molekulargewicht schlieBen. 
Das Dekrement des Aminostickstoffs kénnte wohl auch auf 
eine partielle Desaminierung der Substanz bei der Darstellung 
schlieBen lassen; der Ammoniakgehalt des bei der Bromierung 
iiber dem Haar stehenden Brom—Kisessiggemisches wurde 
indes am Ende des Versuches allemal nur sehr niedrig ge- 
funden, und zwar auch dann, wenn zum Freimachen des 
Ammoniaks nicht nur ganz schwache Alkalien (Magnesiumoxyd), 
sondern auch Natriumcarbonatlésungen verwendet wurden. 

Substanz J /?. Der beim Aufnehmen der Substanz in 
wasserfreiem Aceton zuriickgebliebene acetonunlésliche Riick- 
stand wurde zu wiederholten Malen mit Ather verrieben, vom 
Ather abzentrifugiert und schlieBlich im Vakuum zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Es ist eine rotbraune, gut pulverisier- 
bare, nicht sehr hygroskopische, biurete Substanz von widerlich 
harzigem Geschmack, die sich in verdiinnten Alkalien leicht 
lést. Die sodaalkalische Lésung wird durch Ansiiuern gefillt, 
die Fiillung list sich leicht im UberschuB des Fillungsmittels. 
In saurem oder alkalischem Methylalkohol ist die Substanz 
leicht léslich, wird durch viel Aceton dagegen aus ihren Lé- 
sungen niedergeschlagen. Von Ammonsulfat wird sie bei un- 
vefiihr Halbsittigung der alkalischen Lésung ausgefiillt. Die 
Farbreaktionen der aromatischen KiweiBbausteine und des 
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Cystins fehlen, ebenso auch die Reaktion mit Dinitrobenzol. 
Die Substanz gibt die Argininreaktion. 

Bei der Priifung der Trypsinverdaulichkeit machten wir 
die gleiche Erfabrung wie bei dem oben!) beschriebenen Prit- 
parat D&. Auch hier bleibt das durch wiederholtes Umfillen 
vereinigte und zur Gewichtskonstanz getrocknete Priiparat weit 
hinter der nur mit Brom—Eisessig vorbehandelten Ausgangs- 
substanz zuriick. Nach 48 stiindiger Trypsinverdauung bei 34° 
war in der Verdauungsprobe noch ein erheblicher,, mit Essig- 
siure fillbarer Rest zuriickgeblieben. Auch bei der Priifung 
der Verdaulichkeit durch Papayotin und Pepsin konnte eine 
nennenswerte Verdaulichkeit nicht nachgewiesen werden. 


| Bei der Bestimmung der Klementaranalyse der Substanz 
| wurde erhalten: 

Aus 6,3 mg Substanz 0,965mg NH, entspr. 12,6 °, N 
» 1,2 mg r 1,1 mg NH, » 12,6 °°, N 

5 6,2 mg ‘ 3,47mg H,O u. 9,88 mg CO, . 6,26 °/, H u. 
43,4 9, C 

5,3 mg ‘s 2,92 mg H,O ,, 8,45 mg CO, ‘s 6,18°/, H u. 
43,35 °/, C 
,, 32,0 mg 2 7,3 mg BaSQ, ‘ 3,13 °/, 3 
»» 23,2 mg = 5,07 mg BaSO, " 2,99°;, S 
13,0 mg ‘. 5,28mg AgBr 5» See, 


5, 11,1 mg ‘ 4,5img AgBr » 18 %, Be 
Dies entspricht einer Elementarzusammensetzung von: 
434°, C 622%, H 3,06%, S 17,2% Br 126°, N  17,52°, O 

Aut bromfreie Substanz bezogen: 

52,3°/, C 7,52°/, Hi 3.7°. 3 15,2°, N 20,8 °, O 

Die nach der Methode von van Slyke vorgenommene 
Bestimmung des Aminostickstoffs ergab: 


Tabelle 25. 





























by » oN r~* ‘ , . 
wv | 2 LZ E| Gowen | N. | N2] 8 7. 
. j=) . ™ _ A S 10 des 
Min.}] mg %, | me |eem} mg | °C S >»)  Total-N 
1 | 20 | 57,6 | 12,6 7,24] 0,83] 0,45 | 20 | 726] 0,780 © 6.20 
2 | 30 | 57,6 | 12,6 7,24 | 0,89 | 0,48 | 20 | 726] 0,834 6,62 
3 30 38,4 | 12,6 4,85 | 0,60 | 0,329 19 | T28 7 OS60 678 
4 60 38,4 | 12,6 4,85 | 0,65 | 0,356 19 T2838 | 0,929 7,33 


') Vel. S. 208. 
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Durch Kollodiummembranen dialysiert die Substanz relativ 
An fiir Casein impermeablen Hiilsen erhielten wir: 


cut. 


Zdenko Stary, 


Tabelle 26. 








Einw: i Soncitinenliiieelt neieniaecsiel 
Sub- N M | N- Stick- M i Stick a ef 
stanz . enge| ¢ xehalt  stoffrest —— ee Picci tic wanna 
mg mg eem | mg-°/, mg ecm | mg-° an mg oh. 
145 184 | 20 196 3,93 50 141 7,05 72 
128 16,1 18 19,1 3,43 52 | 132 | 6,87 69 











Die bei der Behandlung des Haarkeratins mit Brom und 
Hisessig resultierende Lésung war, wie oben berichtet, mit 
der doppelten Menge Ather versetzt worden. Aus dem hierbei 
ausfallenden Niederschlag waren die beiden letzten beschriebenen 
Substanzen gewonnen worden. Aber auch die Lésung, die 
auBer Ather noch Eisessig, Brom und Bromwasserstoft ent- 
hielt, war, wie Vorversuche ergaben, noch stickstoffhaltig und 
wurde daher noch einer genaueren Untersuchung unterzogen. 

Substanz // 2. 


Der Ather wurde zuniichst durch Destillation unter niedrigem 
Druck entfernt, die zuriickgebliebene dickliche Lésung zur Entfernung 
der iiberschiissigen Bromwasserstoftsiure in Vakuum bei 40° C destilliert. 
Der zuriickgebliebene Riickstand wurde schlieBlich in Wasser auf- 
genommen und mit NaOH bis zum Verschwinden der kongosauren 
Reaktion neutralisiert. In der alsdann noch stark essigsauren Lésung 
fiel hierbei ein Niederschlag in geringer Menge aus, von dem abfiltriert 
wurde. In Na,CO, wurde die auf diese Weise erhaltene Nebenfraktion 
wieder zur Lésung gebracht, durch Zusatz verdiinnter Salzsiiure bis zu 
schwach saurer Reaktion neuerlich ausgefallt und abzentrifugiert. Die 
Fiillung wurde schlieSlich mit wasserfreiem Ather verrieben, wobei ein 
Teil in Lisung ging, der in Ather unlésliche, mit Ather wiederholt ge- 
waschene Riickstand wurde in Aceton gelist, filtriert, das Filtrat ein- 
gedampft, nochmals mit Ather gewaschen und schlicBlich im Vakuum 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Die auf diese Weise erhaltene Substanz // R ergab bei der Be- 
stimmung der Elementaranalyse: 


Aus 7,1 mg Substanz 0,41 mg NH, 


9) 


? 


8,9 mg 


4,3 mg 


” 


entspr. 4,76 °/, N 


0,52 mg NH, 
1,96 mg H,O u. 7,1 mg CO, 


es 


Db] 


4,56 °/, Hu. 


40,8 °/, C 
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Aus 5,1 mg Substanz 2,15 mg H,O u. 7,6mg CO, entspr. 4,7 °/, H u. 
C 


40,5 °/) © 
, 32,3 mg , 815mg BaSO, » 3,48 S 
,, 28,8 mg ” 6,62 mg BaSO, » 10°), 3 
,, 13,8 mg - 6,8 mg AgBr , 21,0 *), Be 
, 14,7 mg om 7,4 mg AgBr » 214 %, 2 


Dies entspricht einer EKlementarzusammensetzung von: 
40,4°/, C 4,63°/, I 3,82°/,S 21,2°, Br 4,789, N 25,67 %/, O 
Bezogen auf bromfreie Substanz: 

51,2, C 588%, H 4,23°,S 6,079, N 326°, O 





Zusammenfassend ergibt sich aus den im experimentellen 
Teil beschriebenen Untersuchungen, da8B das Gemenge trypsin- 
verdaulicher Abbauprodukte des Keratins, das durch die Be- 
handlung menschlichen Haars mit einem Gemisch von Brom 
und Hisessig entsteht, sich in eine Reihe gut charakterisier- 
barer, durchwegs bromhaltiger Fraktionen zerlegen Jabt. die 
teils die Kigenschaften von Peptonen, in ihrem Hauptanteil 
jedoch noch den Charakter héherer Eiwei8kérper haben. Die 
Kinzelfraktionen, die in sehr verschiedener Ausbeute erhalten 
werden, unterscheiden sich durch ihre Elementarzusammen- 
setzung, ihr Verhalten gegeniiber Fallungsmitteln und durch ihre 
Loslichkeit scharf voneinander; es gelang nicht, sie mit Hilfe der 
gebriiuchlichen, nicht eingreifenden Fiallungsmethoden der Kiweib- 
chemie in weitere unterscheidbare Kinzelfraktionen zu zerlegen. 

In griéBerer Ausbeute wurden die folgenden Substanzen 


erhalten: 
Tabelle 27. 














Be- Elementarzusammensetzung Amino-N| Léslich- 
zeich- Snnunenreenere in °/, des} keit in 
nung C H N | § O Br | Total-N | Aceton 

DR | 41,50 5,95 13,20 3,54 18,71 16,10 £5 _ 

DE | 41,60 6,00 7,53 1,68 16,49 26,70 0,5 + 

GR | 4220 629 1290 888 24,83 9,90] 4,7 _ 

GE | 27,40 5,51 9,97 | 3,78 | 19,05 34,30 2,2 -- 

BR | 41,00 6,52 12,80 4,38 | 16,00 19,30 i, — 

BE | 44,40 6,48 9,37 2,32 | 16,63 20,80 — + 


JE | 44,50!) 6,13 10,40 3,82 14,45 21,20] 2,2 +. 
JR | 48,40 6,22 12,60 8,06 17,52 17,20] 6,7 ‘“ 
HR }.40,40 4,68 4,78 3,82 | 25,67 21,20 ion + 
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Mit Riicksicht auf die weitgehende Trypsinverdaulichkeit 
des durch die Bromierung in Eisessig entstehenden Gemisches 
vou Keratinabbauprodukten miissen seine Bestandteile als poly- 
peptidartige Substanzen aufgefaBt werden. Aus der Polypeptid- 
struktur der beschriebenen Abbauprodukte ergibt sich weiter, 
daB das native Keratin aus Substanzen bestehen muB, die 
durch Einwirkung von Oxydationsmitteln in Polypeptide iiber- 
gehen kénnen, eine Verinderung, die durch partielle Hydro- 
lyse des Haars nicht — oder nur in viel geringerem Ausma8 — 
hervorgerufen werden kann. 

Beim Fraktionieren, Reinigen und Trocknen geht die 
Lislichkeit und Verdaulichkeit aller Einzelfraktionen rasch 
zuriick, eine Kigentiimlichkeit, die in abnlicher Weise auch 
hei den sogenannten Heteroalbumosen beobachtet worden ist. 

Mit Riicksicht darauf, daB das menschliche Haar wohl 
nicht aus einem einheitlichen Eiweibkérper, sondern — wie 
sich aus zablreichen Beobachtungen verschiedener Attoren 
ergibt — vermutlich aus einem Gemisch verschiedener Kera- 
tine besteht, ist es nicht unwahrscheinlich, daB auf die be- 
schriebene Weise Abbauprodukte verschiedener Haarkeratine, 
die sich infolge ihrer gemeinsamen Unléslichkeit in nativem 
Zustand nicht fraktionieren lassen, getrennt erfaBt werden 
k6nnen. 


Druckfehlerberichtigung 
zu Band 173, 8. 300, 


Es gehért in Zeile 7 und 8 von oben ,,unreifes Clupein‘’ nach 
Zcile 9 hinter ,,Thynnin“ in die Klammer. 

In Zeile 16 von oben bedeutet hinter Clupeohiston der kurze Strich 
ein Minuszeichen. — 














Weiteres tiber Zuckerspaltung unter der Wirkung stark 
verdiinnten Alkalis. 
Von 
F, Fischler und A. F, Lindner. 


(Aus dem Laboratorium fiir angewandte Chemie der Universitat Miinchen 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Januar 128, 


In vorhergehenden Mitteilungen des einen von uns!) wurde 
iiber die Wirkung stark verdiinnten Alkalis vornehmlich bei 
der Destillation von Glykose berichtet. Die vorliegenden 
Untersuchungen haben wir bei gleicher Versuchsanordnung 
auf weitere Zuckerarten namentlich unter Beriicksichtigung der 
quantitativen Verhiltnisse ausgedehnt. Angebrachte Variationen 
dienten dem Zwecke, die Ausbeute des Destillates an Triose 
zu erhdhen. Die folgende Tabelle zeigt die Resultate. 
| Aus allen untersuchten Zuckerarten konnten also bei der 
alkalischen Destillation auch mit recht geringen Alkalimengen 
nicht unbetriichtliche Mengen Methylglyoxal in prinzipieller 
Ubereinstimmung mit dem friiheren Verhalten der Glykose 
und mit nur geringen Ditferenzen dazu, erhalten werden. Auf- 
fallend yermindert sich die Ausbeute an Methylglyoxal beim 
Fehlen des Na,SO,-Zusatzes, sie ist dann am héchsten bei der 
Destillation im CO,-Strom, Zahlreiche andere Versuche, die 
aus Griinden der Raumersparnis hier nicht angefiihrt werden, 
bestatigen diese weitgehenden Parallelen. 


ene emer’ 


2 OR SOREN ee ME RRP 


Hervorhebenswert ist Vers. 7 bei Fructose, wobei wir sehr geringe 

Mengen Methylglyoxal aus der wibrigen Na,HPO,-Destillation erhielten, 

ein Versuchsausfall, der im Hinblick auf die Feststellungen Warburgs’*) 
tiber Autoxydation yon Fructose in solchen Lésungen zu erwarten war. 
Wichtig ist der Vakuumversuch 6 bei Maltose, wobei keine Veriinderung 

dieses Zuckers bei 2stiindiger Destillation und 27—33° Badtemperatur 


11 F. Fischler, Diese Zs. Bd. 157, S. 1 (1926); Bd. 165, 8. 53 (1927); 
Bd. 165, S. 68 (1927). 
*) O. Warburg, Biochem. Zs. Bd. 146, S, 380 (1924). 
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e 2) 
fa) 
N 


~~] 





Art u. Menge 
des 
Zuckers 


Fructose rein 
Kahlbaum 
3,00 g 


desgl. 
desgl. 
desgl. 


desg!. 


desgl. 


dese. 


Galactose 
rein Kahl- 
baum 3,00 g') 





Menge d. 
De- 
stillates 


850 


1165 


8900 


8275 


3630 


a. LGOOO 








Ca boera ha. 





Ausbeute von 
Methylglyoxal 
; 0/ > 
in °/, der 
Zuckermenge 


9 aed 
2,67 


4,89 


!) Mittel aus 4 Bestimmungen. 





Versuchs. 
anordnung 


Ohne Zusatz 
destilliert 


Mit m/50- 
Na,CO, 


Mit m/50- 
Na,CO, + 6,0 g 
Na, SO, 
Mit m/50- 
Na,CO, + 9,0 g 
Na,SO, 
Mit m/50- 
Na,CO, + 9,0 g 
Na,SO, 

im CO,-Strom 
Mit m/50- 
Na,CO, + 20,0 g 
Na,SO, 

im CQ,-Strom 
Mit 6,0 ¢ 
Na,HPU, 


Mit m/50- 
Na,CO, + 6,0 g 
Na,SO, 


*) Mitte 








ms th 


ba Canna awuck ©& 





Art u. Menge 
des 
Zuckers 


Nr. 


1 | Milehzucker’) 
D.A. B. V. 
3,00 g 

2 desgl. 


1 Maltose 
Kahlbaum 
6,00 ¢ 
2 | desgl. 3,00 g 


3 desgl. 


4 desg}. 


desgl. 


ed | 


6 desgl. 








Menge d. 
De- 
stillates 


3850 


2200 


L170 


2800 


3069 


1360 


600 


aus 2 Bestimmungen. 








Ausbeute von 
Methylglyoxal 
in °/, der 
Zuckermenge 


6,45 


4,33 





oe ae ne ee perce 


Versuchs- 
anordnung 


m/50-Na,C¢ My + 
9,0 g Na,SO, 


m/10-NaHCO, + 
9,0 g Na,SO, 
im CO,-Strom 
m/50-Na,CO, 4+ 
12,0 g Na,SO, 


m/50-Na,CO, + 
6,0 a Na,SO, 


| 


) m/25-NaHCo, 
+20,0g Na,SO 
im CO,-Strom, 


m/25-Na,CO, ge- 
sattigt mit NaCl. 
Siedep. 108 ° 
Ohne Na,SO, 
Vakuumversuch 
m.m/50-Na,CO, 
+6,0 ¢g Na,SO, 
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eintrat. Versuch 5 bei Maltose sollte zeigen, ob eine erhdhte Tempe- 
ratur des Kolbeninhaltes eine raschere Abdestillation des gebildeten 
Methylglyoxals bewirkt, was trotz einer Siedetemperatur von 108°, die 
durch NaCl-Sattigung erreicht wurde, nicht eintrat. 

Die Destillation im CO,-Strom unter Zusatz von Na,SO, 
bei m/25—m/50-Bicarbonatzusatz mu daher einstweilen fiir 
gute Ausbeuten als an Methylglyoxal am geeignetsten he- 
zeichnet werden. 

Eine weitere Versuchsserie wurde angestellt, um den Einfluf 
einer bestimmten Alkalimenge auf die Bildung von Methyl- 
glyoxal kennenzulernen. Da nach dem oben Erorterten auf 

- einen Zusatz an Na,SO, nicht verzichtet werden konnte, wurde 
3 bei Herstellung der in der Tabelle erwahnten Alkalitat der 
: Lésungen eine der Na,SO,-Lésung &quivalente Alkalimenge in 
: Abzug gebracht. 


Tabelle tiber Methylglyoxalbildung bei Zusatz bestimmter 
; Mengen Alkali. 








: mn | Ausbeute an 

e I ewe a a Menge Methylglyoxal 
| Nr. zucker il ai des in °/, des 
.< _ Destillates | @ugewandten 
& g Zuckers 
Se - - _ 
| 1 5,00 1,25 m-Na,CO, 1320 2,69 

: 2 5,00 m/l- ,, 1165 3.12 

; 3 5,00 m/2- ,, 1500 2,67 

, f 5,00 m/10- ,, 1950 4,25 

. 5 5,00 m/100- ,, 4200 3,80 
| : 6 5,00 m/1-KOH etwa 450 0,55 *) 
| 1 5,00 m/10- ,, »» 2050 4,00 4) 
| . 5,00 m/100- ,, 2920 2.13 














Hodhere Alkalikonzentrationen sind der Methylglyoxalbildung ab- 
triglich (Versuch 1 und 6), dagegen ist eine Konzentration, die n/10- 
KOH oder m/10—m/100-Na,CO, entspricht — immer bei Anwesenheit 
von Sulfit — fiir die Entstehung von Methylglyoxal offenbar giinstig. 
Wie aus spiiteren Versuchen iiber die Siurebildung zu entnehmen ist 
(S. 242 u. 243), geniigte die zugesetzte Alkalimenge in Versuch 8 nicht zur 
volligen Zersetzung des Zuckers, was die geringe Bildung des Methy]- 
glyoxals in diesem Falle verursachte. Eine genaue Abhingigkeit der 
Zuckerzersetzung von einer bestimmten OH-Ionkonzentration scheint 





eres 46 eee ew 8 


1) Mittel aus zwei Versuchen. 


16° 
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nach dem Ausfall der Versuche durchaus méglich. Zu einer exakten 
Feststellung hierfiir sind Destillationsversuche mit Puffergemischen von 
wohldefiniertem OH-Iongehalt nétig, Untersuchungen, die schon im 
Gange sind. 

Da die Methylglyoxalbildung bei allen untersuchten Zucker- 
arten annihernd im gleichen Umfang stattfindet, so liegt die 
Annahme am niichsten, daB bei den verschiedenen Zucker- 
arten unter den gewihlten Bedingungen die gleichen Vorginge 
erfolgen, was fiir den Reaktionsmechanismus der Zucker- 
spaltung unter Alkali auf eine Gleichheit der chemischen Um- 
setzungen schlieBen lit. Wir versuchten durch Polarisations- 
beobachtungen weiteren Aufschlu8 zu erhalten, wobei sich 
ergab, daB bei Glykose, Fructose und Galaktose, die End- 
konzentration der Zucker nach einer Erhitzungsdauer von 


1—2 Stunden mit Na,SO,-Zusatz allein oder in Verbindung 


mit n/10-KOH bzw. m/50-NaHCO, auf Null oder nahezu aut 


Null gesunken war. Die Polarisation gelang erst nach hin- 
reichender Klirung der Lésungen mit Bleiacetat, wodurch sich 
die Caramelbriunung beseitigen lie’. Ob aber eine Zer- 
setzung der Zucker, oder nur eine Umlagerung in isomere 
Formen stattgefunden hat, ist durch die Polarisationsergebnisse 
noch nicht erwiesen. 

Weiterer AufschluB war von vergleichenden Versuchen 
iiber die Veriinderung des Reduktionsvermégens und durch 
Siiurebildung zu erwarten. Merkwiirdigerweise ist die Abnahme 
der Reduktionskraft der Zucker nach Alkalibehandlung relativ 
wenig untersucht. 

Lobry de Bruyn und A. Eckenstein') sahen, wenn sie 20°, 
Zuckerlésungen mit 2,5—5°/, KOH 5-—10 Minuten gekocht hatten, eine 
Abnahme der Reduktionskraft um 15—20°),. Svoboda’) fand bei 
3 stiindigem Erhitzen von 20°/, Zuckerlésungen mit 5°), KOH oder 10°, 
Pb(OH), auf 70° ebenfalls einen Verlust von 15°/, der Reduktionskraft. 
Im Gegensatz dazu fand A. Jolles*) beim Kinwirken von m 100-NaQH 
auf 1—2°/, Glykoselisungen zwar eine Abnahme des Drehungsvermégens 
und eine nicht unbetriichtliche Siiurebildung, aber keine Abnahme des 
Reduktionsvermégens, was eigentlich unverstiindlich ist. Die Ein- 





1) Rey. des travaux chimiques des pays bas Bd. 15, 8. 225 (1892). 
*) Zs. Ver. Deutscher Zuckerindustrie Bd. 46, 8. 107. 
8) Biochem. Zs. Bd. 29, S. 152 (1910). 
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wirkungen schwacher Alkalikonzentrationen auf sehr verdiinnte Zucker- 
lésungen scheinen iiberhaupt noch nicht Gegenstand der Untersuchung 
gewesen zu sein. 

Wir haben daher 0,1°/, Zuckerlésungen verschiedener Art 
(vgl. Tabelle) in ihrem Verhalten zu n/100, n/10 und n/2-KOH 
nach Kinwirkung bestimmter Zeit des Alkalis in der Siedehitze, 
nach Kjeldahl-Bertrand auf die Verinderung ihres Re- 
duktionsvermégens gepriift. 

Methodisch sei bemerkt, daB wir genau 0,100 g der Zucker in einen 
Erlenmeyerkolben von 200 cem Fassungsvermégen einbrachten und durch 
Zusatz von Wasser und KOH die in der Tabelle angegebenen Alkali- 
konzentrationen in genau 100 cem Flissigkeit herstellten. Die Kolben 
wurden mit einem Stopfen mit Bunsenventil verschlossen, nachdem Ver- 
suche im Wasserstoffstrom gegen diese keine Differenz ergeben hatten. 
Nun wurde genau 15 Minuten in einem kochenden Wasserbad 
erhitzt. Dann wurden sogleich 5,2 g gepulvertes Seignettesalz, und nach 
dessen sofortiger Lisung, 15 cem 6,927°', CuSO,-Lésung und 15 ecm 
13°/, NaQH-Lésung zugegeben und neuerdings 20 Minuten im kochenden 
Wasserbad erhitzt. Die Bestimmung wurde dann in vorschriftsmiiBige! 
Weise beendet. Die gleichen Versuche wurden ohne vorherige Alkali- 
behandlung ausgefiihrt. Zur Ermittelung der nicht in den Be rtrandschen 
Tabellen angegebenen Zuckerwerte wurde durch Extrapolation und dureh 
Vergleich mit der Moekel-Frankschen Tabelle') der Zuckerwert bestimmt. 

Unter genau den gleichen Bedingungen wie sie eben ge- 
schildert wurden, haben wir nun auch die Bildung von Siure 
bei der Alkalibehandlung der Zucker verfolgt, womit man in 
der Lage ist, Reduktionswertiinderung und Siiurebildung un- 
mittelbar miteinander zu vergieichen. 

Endlich konnte nach den Beobachtungen von Bleyer 
und Schmidt’), welche in ihren Versuchen iiber die Drehungs- 
abnahme der Zucker unter OH-lonwirkung nach dem Ansiiuren 
bzw. Neutralisieren eine Wiederzunahme der Drehung bis fast 
auf den urspriinglichen Wert sahen, daran gedacht werden, dab 
sich in Analogie dieses Vorganges auch das Reduktionsvermégen 
wieder heben werde. 

Nach genau gleicher Alkalieinwirkung, wie bei den Reduktions- 
versuchen, wurde daher mit der doppelten Schwefelsiiuremenge itiber- 
neutralisiert — wobei die Caramelbriiunung fast véllig verschwand, um 


1) Diese Zs. Bd. 65, 8. 323 (1910). 
*) Biochem. Zs. Bd, 141, S. 278 (1923). 
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bei Zusatz von KOH wiederzukehren — und dann noch 30 Minuten im 
Wasserbad erhitzt, wonach die Zuckerbestimmung in iiblicher Weise 
beendet wurde. | 


Aus der Tabelle iiber die Verminderung des Reduktions- 
wertes der Zucker unter Alkaliwirkung geht hervor, daB sie 
mit steigender Alkalikonzentration sehr erheblich abnimmt. 
Die GréBenordnung dieser Minderung stimmt bei den Hexosen 
auffillig iiberein, bei den Biosen ebenfalls, wenn auch in anderer 
GréBenordnung. Der Kupferniederschlag ist bei Dioxyaceton 
aber bei schwacher Alkaliwirkung vergleichsweise gréfer, als 
bei den Zuckern, bei der starken der gewohnlichen Bertrand- 
Bestimmung aber kleiner. Unter den von uns gewihlten Be- 
dingungen (geringe Zucker- und Alkalikonzentration) wird die 
Zerstérung der Zucker, nicht ihre Umlagerung zur Haupt- 
reaktion, wahrend Dioxyaceton durch die starke Alkalikonzen- 
tration der gewohnlichen Bertrand- Bestimmung rasch so weit | 
zersetzt wird, daB es fiir Reduktionswirkung nicht mehr voll 
in Betracht kommt. In Ubereinstimmung mit diesem Befunde 
konnten Fischler und Hirsch’) feststellen, daB bei der | 
schonenden Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen”), 
Dioxyaceton im Vergleich mit Traubenzucker starker reduziert 
(136:100). Die groBe Empfindlichkeit des Dioxyacetons geht 
ferner daraus hervor, daB es schon in der Kalte mit n/10-KOH 
nach einigen Minuten gelblich wird, seine enorme Reduktionskraft 
aber daraus, daB es in der Kilte Fehlingsche Lésung sofort 
total reduziert. Da wir unter SauerstoffausschluB arbeiteten, 
so muB ein Teil des in den Zuckern selbst vorhandenen Sauer- 
stofis zur Weiteroxydation der Zucker verwertet werden. 

Die Ergebnisse der Saurebildung unter schwacher Alkali- 
wirkung stehen mit obigen Resultaten in weitgehender Uber- 
einstimmung. Zunichst wird auch hier ein wohl nicht un- 
betrichtlicher Teil des intramolekularen Sauerstofis zur Weiter- 
oxydation der Zucker verbraucht, wie der Vergleich der 
Siurebildung in unserer Anordnung und unter Wasserstofi- 
strom ergibt, wobei die Differenzen wohl innerhalb der Fehler 








') Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 127, S, 287 (1928). 
?) Biochem. Zs. Bd. 135, 8. 46 (1928). 
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der Versuchsanordnung liegen. Auffallend ist, daB die Kin- 
wirkung von etwa n/10-Lauge bei allen Zuckern die héchste 
Saiurebildung ergibt, wihrend sich n/100 und n/2 darin wieder 
angleichen. Da nun 0,1 g Hexose = 0,00055 g Molekiil ent- 
spricht, so wurde nach der Tabelle pro 1 Mol Hexose 1,35 bis 
2,00 Aquivalente Siure gebildet. Zu einem ahnlichen Ergebnis 
gelangte friiher schon J. Kjeldahl.) Die Bildung von 2 Aqui- 
valenten Saiure spricht mit gréBter Wahrscheinlichkeit fiir eine 
Aufspaltung der Hexosen in ‘T'riosen. Das durchaus gleich- 
artige Verhalten des Dioxyacetons bekraftigt diese Annahme 
wesentlich. Aber auch der primaire Zerfall der Hexosen in 
Methylglyoxal widerspriche einer derartigen Vorstellung nicht, 


da — wie aus dem Versuchsergebnis der Saiurebildung aus 
Methylglyoxal unter Alkaliwirkung aus der Tabelle hervor- 
geht — die GréSenordnung der Siurebildung dabei der der 


Zucker und des Dioxyacetons entspricht. 

Kine Wiederbelebung der Reduktionskraft nach erfolgter 
Alkalieinwirkung durch nachtragliche Siurebehandlung erfolgt 
aber ausweislich der tabellarischen Versuchsergebnisse nicht. 
Die Zertriimmerung des Zuckermolekiils unter der Alkali- 
wirkung ist also eine dauernde. 


Nach zwei Richtungen sind Ergiinzungen zu dem in den Destillaten 
erhaltenen Methylglyoxal nétig. Es besteht wohl die Méglichkeit, dab 
neben Methylglyoxal auch Acetol gebildet wird, da beide Substanzen 
das gleiche Osazon bilden. Seit den Untersuchungen von Emmerling 
und Loges,?) Nef®) u.a. ist diese Méglichkeit nicht mehr in Betracht 
gezogen worden. Im Laufe unserer Untersuchungen ist uns die Bildung 
von Acetol doch wahrscheinlich geworden, woriiber weitere Unter- 
suchungen folgen. 

Weiter verliuft die jodometrische Bestimmung des Methylglyoxals 
nach Fischler unter Verbrauch von 8 Jod, da uns neuerdings der Nach- 
weis der Entstehung von Oxalsiure dabei gegliickt ist, woriiber Niheres 
an anderer Stelle (im Druck in Zs. anal. Chem.) berichtet wird. 


Beziiglich der niaiheren Charakterisierungsversuche des 
Destillationsriickstandes miissen wir auf die ausfiihrliche Publi- 





') Chem. Ztg. Bd. 19, Repet., 5. 218 (1893). 
2) Chem. Ber. Bd. 16, S. 461 (1909). 
5) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 335, 8. 191; Bd. 336, 8S. 247 (1904). 
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kation in der Dissertation von A. F. Lindner?) verweisen, wo 
auch die schwer zu itibersehende Literatur genauer beriick- 
sichtigt ist. 

Kin einwandfreier Nachweis von Methylglyoxal im Riickstand ge- 
Jang sehr leicht bei Lactose und Maltose, was durch Elementaranalyse 
erhiirtet wurde. Die Schwierigkeiten, ein Osazon des Dioxacetons oder 
Glycerinaldehyds im Destillationsriickstand darzustellen, liegt sicher zum 
groBen Teil an der Alkalibehandlung der Zucker, wie aus folgenden 
Versuchen hervorgeht. 

Wiihrend es leicht gelingt das Dioxyacetonosazon aus dem reinen 
Oxantin ,,Hdchst‘ darzustellen, gelingt dies nicht mehr, wenn man 
Oxantin auch nur sehr kurze Zeit in der yon uns angewendeten Weise 
aus alkalischem Medium destilliert. 

Kine Lésung von 12g Na,SO, in 200 cem m/25-Na,CO, wurde 
zum Sieden erhitzt. Dazu wurde tropfenweise eine Lésung von 0,5 g 
Oxantin in Wasser gegeben und in der bekannten Weise 30 Minuten 
destilliert. Die Fliissigkeit firbt sich sofort gelb. Nach dem Abkiihlen 
auf 40° und Ansiiuren mit 10 cem Eisessig wird die Bildung des Osazons 
in iiblicher Weise mit der berechneten Menge Phenylhydrazinhydro- 
chlorids und Natriumacetats eingeleitet. Es wird neben der iiblichen 
Rotfiirbung nur ein minimaler Niederschlag erhalten, der sich bei der 
Weiterverarbeitung aber nicht mehr fassen lift. Obiger Versuch wurde 
mit 1,0 g Oxantin in genau gleicher Anordnung nur bei Verminderung 
der Destillationszeit auf 10 Minuten wiederholt, ohne daB es gelang den 
geringen roten Niederschlag, der sich bildete, weiter zu verarbeiten. 

Ks werden also relativ groBe Mengen von Dioxyaceton 
unter unserer Versuchsanordnung in kurzer Zeit so weitgehend 
veriindert, daB eine Osazonbildung nicht mehr eintritt. Das 
beweist die iiberaus gro8e Empfindlichkeit des Oxantins gegen 
Alkali. Versuche, die wir mit Glycerinaldehyd [ungereinigt 
im Sirup nach der Darstellung von Witzemann ”)] anstellten, 
ergaben genau das gleiche negative Resultat, ohwohl wir die 
Anwesenheit von Glycerinaldehyd durch Kondensation mit 
Phloroglucin nach Wohl und Neuberg®*) nachwiesen und das 
Produkt durch Elementaranalyse identifizierten. 

Zusammenfassend sei bemerkt: Die bei allen untersuchten 
Monosen und Biosen festgestellte und iiberall annihernd im 





1) J. D. Miinchen, 1927. 
2) Chem. Zbl. 1915 I, 8. 782. 
3) Chem. Ber. Bd. 38, 8. 3104 (1900). 
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gleichen Umfang auftretende Bildung von Methylglyoxal, der 
ebenso auftretende nahezu gleich groBe Verlust von Re- 
duktionsvermégen, die Bildung nahezu gleicher Mengen vou 
Siuren und endlich das durchaus iihnliche Verhalten der bei 
der ,Zuendedestillation“ zuriickbleibenden Flissigkeit, lassen 
u. EK. keinen anderen Schlu8 zu, als den, daB sich bei der 
Alkalispaltung der Zucker bei unserer Versuchsanordnung gleich- 
zeitig die niimlichen Reaktionsprodukte bilden, was nur mit der 
Annahme einer gleichartigen Art der Aufspaltung der Zucker 
vereinbar erscheint. 

Da ferner Dioxyaceton mit dem eben geschilderten Ver- 
halten iibereinstimmt und nur eine noch griéBere Labilitit 
zeigt, so steht nichts im Wege, diesen 3-C-Zucker selbst oder 
den ihm so nahestehenden Glycerinaldehyd als ein erstes Spalt- 
produkt der Monosen und auch Biosen durch Alkali an- 
zusprechen, da letztere ja in Monosen umgewandelt werden. 

Kin wesentlicher Beweis fiir diese Ansicht muB in der 
Tatsache erblickt werden, da Methylglyoxal sich schon sehr 
rasch in den ersten Minuten der alkalischen Destillation der 
Zucker bildet, spiitestens aber beim Auftreten der ersten 
gelblichen Verfarbung, also Zersetzung, durch die Jodoform- 
probe nachweisbar wird. Die T'atsache ferner, daB eine geringe 
OH-Ionkonzentration (n/10—n/100-Alkali und noch tiefer) unter 
Zusatz von Natriumsulfit das Auftreten gréBerer Mengen von 
Methylglyoxal auffallig begiinstigt, beweist einerseits die Labi- 
litit der 3-C-Zucker, andererseits den Schutz, den das Salz 
in bekannter Weise durch seine Verwandtschaft zu Aldehyden 
ausiibt, und so die T'riosen auch dann in Erscheinung treten 
laBt, wenn sonstige Umstiinde ihre rasche Zerstérung veranlassen 
wiirden. Die von uns in besonderen Versuchen nachgewiesene 
Zerstérbarkeit des Dioxyacetons durch Alkali, liBt diese Schliisse 
noch sicherer erscheinen. 

Die weiteren Veriinderungen der Zucker unter Alkali- 
wirkung miissen unter Verbrauch von intramolekularem Sauer- 
stoff erfolgen, da wir sowohl die Siurebildung, wie auch die 
Reduktionswertminderung unter Ausschluf von Sauerstoff ein- 
treten sahen. 























Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 
XXII. Mitteilung. 


Gewinnung von Hamin aus Hefe. 
Von 
H, Fischer und F. Schwerdtel. 
Mit 2 Figuren auf Tafel I, 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Techn. Hochschule Miiuchen. 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Februar 1923.) 


Mit Schneller‘) war in der Hefe nach Plasmolyse sowie 
Haulnis spektroskopisch Koproporphyrin nachgewiesen worden. 
Mit Hilger’), Fink’) und Hilmer‘) wurde es in reinem kry- 
stallisiertem Zustand gewonnen. Mit Hefereinkultur®) wurde 
dann dies Resultat bestitigt. Hefe und damit der pflanzliche 
Organismus ist also imstande, das Farbstofisystem des Blut- 
farbstoffs zu synthetisieren — eine Feststellung, die auf Grund 
obiger Befunde zum erstenmal erhoben war. 

Nahe lag es, als Muttersubstanz des Koproporphyrins das 
entsprechende Hiimin anzunehmen. In der Tat wurde von 
uns in eindeutiger Weise zum erstenmal sowohl in Brauerei-°) 
wie Brennereihefe’) scharfes Hiimochromogenspektrum beob- 





1) Diese Zs. Bd. 135, S. 253 (1924). 

2) Diese Zs. Bd. 138, 8. 49 (1923). 

’) I.—III. Mitteilung iiber Koproporphyrinsynthese durch Hefe und 
ihre Beeinflussung. Diese Zs. Bd. 140, $8.57 (1924); Bd. 144, S. 101 
(1925); Bd. 150, S. 243 (1925). 

4) Diese Zs. Bd. 153, S. 167 (1924). 

‘) Diese Zs. Bd. 153, S. 195 (1924). 

°) Diese Zs. Bd. 138, S. 314 (1924). 

7) Diese Zs. Bd. 138, S. 306 (1924). 
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achtet. Das Himochromogenspektrum entsprach aber nicht 
dem Koprohimin, sondern dem gewohnlichen Haimin. Neben 
Koproporphyrin wurde auch Kiimmerers Porphyrin spektro- 
skopisch gefunden, das sich vom gewéhnlichen Haimin ableitet. 
Nach Plasmolyse der Hefe konnte das Hiimin in krystalli- 
siertem Zustand beobachtet werden. [Ks zeigten sich ,.linsen- 
formige“ Krystalle, die oft itberkreuzt waren‘), daneben wurde 
Kopro- und Protoporphyrinspektrum beobachtet. 

Den Himinbefund verfolgten wir zunichst nicht weiter, 
weil die Ausbeute sehr gering war und manche Beobachtungen 
dafiir zu sprechen schienen, da das Hiimin durch tierische 
Verunreinigungen bedingt sei, und es war wichtiger, zuniichst 
den eindeutigen Nachweis des Koproporphyrins zu erbringen, 
weil es einfacher schien, auf diesem Wege die pflanzliche 
Synthese des Blutfarbstoffsystems zu beweisen. Das Experi- 
ment bestitigte, wie oben angefiihrt, diese Erwartung. 

Keilin’) zeigte dann in Wiederbestitigung der Versuche 
von Mac Munn, auf deren Richtigkeit wir des 6fteren hin- 
gewiesen hatten*), daf das Histohimatin dieses Autors tat- 
siichlich existiert, auBerordentlich verbreitet vorkommt und, 
was besonders wichtig ist, auch in der Hefe enthalten ist. 
Keilin, sowie Anson u. Mirsky‘) teilten dann mit, daB man 
in der Hefe stindig durch Pyridin — eine Methode, die von 
uns angegeben war — das Hiamochromogenspektrum nach- 
weisen kann. Keilin kam zu der Anschauung, daf das Cyto- 
chrom, wie er den wieder aufgefundenen Kérper bezeichnete, 
ein Atmungspigment sei und ein wesentlicher Bestandteil 
dieses Stoffes Hiamin. 

Fiir die Hefe konnte dann mit Hilmer experimentell mit 
Reinkulturen das Vorhandensein des Haimins als primir vor- 
kommend auf spektroskopischem Wege bewiesen werden. In 
Anbetracht der Wichtigkeit der Befunde war die Isolierung 





1) Diese Zs. Bd. 138, 8. 299 (1924). 

*) Proceedings of the Royal Society Bd. 98, 8. 312 (1925). 

8) Z. B. Strahlentherapie Bd. 18, 8S. 194 (1924). 

*) Jl. of Physiol. Bd. 60, S. 166 (1925); vgl. Chem. Zbl. 96, IT, 
S. 1288 (1925). 
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des Himins in krystallisiertem Zustand und Identifikation 
durch die Elementaranalyse dringend notwendig. Dieses Ziel 
haben wir nach vielen Bemiihungen erreicht. 

Der Grund der Schwierigkeit der Isolierung des Himuins 
aus der Hefe war bereits!) erkannt. Der ,,Oxydationskérper‘‘ 
der Hefe ist es, der nicht nur Himin, sondern allgemein Hi- 
mine auBerordentlich schnell vernichtet. Fiir das Himin der 
Hefe hatte dieselbe Beobachtung bereits Keilin?) gemacht. 
AnlaB zu unseren Untersuchungen gaben aber die unabhingig 
von Keilin mit Fink gemachten Beobachtungen der Zer- 
stérung des Hiimins in Hisessig-iitherischen Lésungen.*) Hier- 
nach war es notwendig, den Oxydationskérper zu vernichten 
oder, wenn dies nicht méglich war, das Hamin binnen még- 
lichst kurzer Zeit aus der Lésung zur Abscheidung zu bringen, 
so schnell, daB eine Zerstérung auf oxydativem Wege nicht 
méglich war. Wir versuchten dies durch die verschieden- 
artigsten Methoden, deren Besprechung sich eriibrigt, da sie 
nicht zum Ziel fiihrten. SchlieBlich gingen wir wieder auf 
das alte Verfahren der Plasmolyse der Hefe durch Kochsalz 
zuriick, Wir lassen die plasmolysierte Hefe etwa 48 Stunden 
stehen, saugen dann scharf ab und extrahieren den Riickstand 
mit Pyridin—Ather. Man beobachtet ein scharfes Himo- 
chromogenspektrum. Nach dem Dekantieren und Filtrieren 
versetzen wir nunmehr die Pyridinlésung mit Wasser und 
Ather und ithern so lange aus, bis das Pyridin zum groBen 
Teil entfernt ist. Schon beim zweiten bis dritten Ausiithern 
beginnt ein flockiger Niederschlag sich abzuscheiden, der je- 
wells abgesaugt wird. Der Himingehalt der einzelnen Frak- 
tionen ist verschieden. Mit Hilfe der Teichmannschen Blut- 
probe werden die Fraktionen festgestellt, in denen das meiste 
Hiimin enthalten ist und dann miteinander vereinigt. Die 
vereinigten stark himinhaltigen Niederschliige werden dann in 
eine Porzellanschale iibergefiihrt und mit Eisessig—Kochsalz 
autgekocht. Alles verwandelt sich nunmehr in einen Krystall- 

') H. Fischer u. Lindner, Diese Zs, Bd. 153, §. 54 (1926). 


*) Proc. of the Royal Soc. Bd. 98, S. 312 (1925). 
3) Diese Zs. Bd. 150, S. 252 (1925). 
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brei; nach 48stiindigem Stehen wird abgesaugt, die Gesamt- 
masse mit Pyridin—Chloroform extrahiert. 

Gelegentlich konnte durch direktes KingieBen der Pyridin— 
Chloroformlésung in Eisessig das Himin sofort krystallisiert 
erhalten werden; in der Mehrzahl der Fille ist es aber not- 
wendig, den Pyridin—Chloroformextrakt noch einer eingehenden 
Reinigung zu unterziehen. Wir waschen mit Wasser das 
Pyridin aus dem Chloroform heraus und beobachten dann an 
der Grenzflaiche Abscheidung von HKiweif, von dem teils dekan- 
tiert, teils abfiltriert wird. Oft sahen wir aus Chloroform schéne 
Krystallisationen. Die Abscheidung war aber zu gering, um 


sie gesondert zu verarbeiten (beim Arbeiten in gréBerem Maf- 


stab kann natiirlich sehr leicht die hier abgeschiedene Kry- 
stallisation schon so bedeutend werden, daB sich ihre direkte 
Verarbeitung lohnt), und die Chloroformlésung wird wieder mit 
Pyridin versetzt und erneute Krystallisation versucht. Hiufig 
muBte der ProzeB, wie eben geschildert, nochmals wiederholt 
werden, um dann endlich eine reine Krystallisation zu er- 
halten. Bei den 'eichmannschen Proben beobachtet man 
hiufig typische Teichmannkrystalle, zumeist aber in demselben 
Praparat daneben die linsenférmig iiberkreuzten Krystalli- 
sationen so, wie wir sie schon im Jahre 1924 zum erstenmal 
gesehen hatten. 

Bei der Elementaranalyse gab das Priiparat die der 
Theorie entsprechenden Werte. Himochromogenspektrum war 
bei 557. Das Priparat ist in doppelt normaler Sodalésung 
restlos léslich. Triigt man die Lésung in Hydrazin—Hisessig 
ein, so erhilt man nach entsprechender Verarbeitung das 
Protoporphyrinspektrum. Nur unter diesen Bedingungen ge- 
lingt die glatte Uberfiihrung in Protoporphyrin, wahrend bei 
der Behandlung der Krystalle nach dieser Methode die Ent- 
eisenung miBlingt, ebenso bei Verwendung ihrer Pyridin- 
lésung. In allen Eigenschaften war Ubereinstimmung mit 
Himin vorhanden. 

Hiermit ist zum erstenmal eindeutig das Vor- 
kommen des tierischen Himins im pflanzlichen Orga- 
nismus bewiesen. 
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Ob das Hiimin in freiem oder gebundenem Zustand in 
der Hefe vorhanden ist, ist noch nicht entschieden. Wahr- 
scheinlich wird ein Teil in freiem, ein Teil an EiweiB oder 
den Oxydationskérper gebunden sein. Fiir EiweiBbindung 
spricht die Tatsache, daB fiir die Himinreindarstellung aus 
Hefe die Plasmolyse und das 48stiindige Stehen einschnei- 
dende Bedeutung hat. Die einfachste Erklirung hierfiir ist 
die, daB bei diesem ProzeB die Hefeenzyme in Freiheit gesetzt 
werden, die dann die hypothetische Kiweiihiminbindung 
spalten. 

Zur Klarstellung dieser Verhiltnisse haben wir zahlreiche 
Versuche angesetzt, iiber die wir demniichst berichten. Als 
Nebenprodukt neben Hiimin tritt ein Komplexsalz auf, das in 
seinen spektroskopischen Erscheinungen am ehesten als Zinn- 
salz des Protoporphyrins anzusprechen ist. Da dieser K6érper 
nicht immer auftritt, halten wir ihn fiir ein Sekundirprodukt 
und werden auch iiber ibn erst dann berichten, wenn soviel 
Material vorliegt, daB die eindeutige Identifikation még- 
lich ist. 

Wie schon oft hervorgehoben, tritt bei der Autolyse der 
Hefe fast ausschlieBlich Koproporphyrin auf, gelegentlich 
Protoporphyrin. Die Ursache dieser Schwankungen haben wir 
nunmehr festgestellt, und zwar hingt das Auftreten der Por- 
phyrine von der Wasserstoffionenkonzentration ab. Setzt man 
Soda bei der Autolyse zu, so beobachtet man neben wenig 
Hiimin sehr viel Koproporphyrin; Protoporphyrin tritt nicht 
auf. Bei der sauren Autolyse entsteht wenig Koproporphyrin 
und viel Protoporphyrin, wihrend der Himingehalt konstant 
bleibt, jedenfalls nicht abnimmt. Bei der Spontanautolyse 
tritt der Hauptsache nach Koproporphyrin auf und die Rela- 
tion zu diesem und Kiimmerers Porphyrin hingt offensicht- 
lich von der zufillig vorhandenen Wasserstoffionenkonzentration 
ab. Die Versuche mit iiberschiissigem Eisessig, Ameisensiure, 
Propionsiiure, Chloressigsiiure usw. sind in bezug auf Kopro- 
ausbeute nicht iiber das MaB des in der Hefe normal vor- 
handenen Koproporphyrins hinausgehend. Im iibrigen wird 
diese Untersuchung fortgesetzt. 
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Experimenteller Teil. 


1000 Teile BrauereipreBhefe werden mit etwa 300 bis 
| 400 Teilen gesittigter und filtrierter Kochsalzlisung plasmoly- 
| siert und 48 Stunden stehen gelassen. Nach dem scharfen 

Absaugen wird der Riickstand, etwa 600 Gewichtsteile der an- 
gewandten Hefe, mit Pyridin innig verriihrt, so daB ein dicker, 
nicht zu steifer Brei entsteht, in den hierauf 1 Liter Ather 
eingerthrt wird. Der Ather firbt sich stark rot und wird 

dekantierend auf ein groBes Faltenfilter gebracht. Der Hefe- 
teig wird wiederum mit 1 Liter Ather verriihrt usw. Sollte 
durch den mehrmaligen Atherzusatz das Plasmolysat zu dick 
werden, so sind neuerdings 50—100 Teile Pyridin hinzuzu- 
fiigen. Die Pyridin—Atherextraktion wird unter intensivem 
Riihren so lange fortgesetzt, bis sich das Lésungsmittel nicht 
mehr stark anfairbt. Es ist besser, auf eine erschépfende Ex- 
traktion des Hiimins zu verzichten, da die letzten Anteile viel 
stérende Begleitstoffe mitnehmen. Gewodhnlich ist mit drei- 
bis viermaliger Extraktion des Plasmolysates 80°/, des Himins 
in Lésung gebracht, 

Das blank filtrierte Pyridin-Athergemisch, das intensiv 
blutrot gefiirbt ist, und ein intensives Himochromogenspektrum 
zeigt, wird sofort im 5-Liter Scheidetrichter erst mit 500 ccm, 
dann nach Bedarf noch mehrmals mit je 100 ccm destilliertem 
Wasser ausgeschiittelt. Das Himin geht dadurch in die waB- 
rige Schicht. Der meist noch rot gefirbte Ather wird bei- 
seite gestellt; aus ihm scheiden sich hiufig in 24 Stunden 
noch himinhaltige Flocken ab; manchmal verfirbt er sich 
auch rasch nach Gelb-Griin, das Hiimin ist dann durch den 
Oxydationskérper zerstort. 

Die wiBrige, himinhaltige Schicht wird méglichst rasch 
und in einem Zuge so lange mit dem doppelten Volumen 
Ather (es ist villig gleichgiiltig, ob reiner, peroxydfreier oder 
peroxydhaltiger Handelsiither verwendet wird) ausgeschiittelt, 
bis in beiden Schichten (sowohl Ather wie Wasser) das Spek- 
trum verschwunden ist. Meist beginnen sich schon beim 
zweiten Ausithern wenige braun gefirbte Flocken an der 
Trennungsschicht abzuscheiden, die fiir sich aufgesammelt 

' Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXXYV, 17 











254 H. Fischer und F. Schwerdatel, 


werden. Bei guten Versuchen flockt das gesamte geliste 
Himin beim dritten oder vierten Ausithern der waBrigen 
Schicht auf einmal aus, wird abgelassen und sofort abgesaugt. 
Ks ist eine geringe schwarze, mehr oder minder mit Eiweif 
durchsetzte Masse, mit der noch feucht sofort die Teich- 
mannsche Probe ausgefiihrt wird. Ubrigens sind die ab- 
geschiedenen Himinflocken vollig haltbar, auch in Pyridin tritt 
keine Zersetzung ein. Auftretende Emulsionen beim Ausithern 
lassen sich durch Zusatz von wenig gesittigter Kochsalzlésung 
beseitigen. Beim Ausiithern firben sich die Atherextrakte 
meistens wieder rot, durch Ausschiitteln mit wenig Wasser 
kann ihnen der Farbstoff wieder entzogen werden. 

Fiir das Gelingen des Versuches ist es unbedingt ndtig, 
daB rasch und in einem Zuge gearbeitet wird. Fiir 1 kg 
Hefe sind hierzu ungefihr 1—2 Stunden notwendig. 

Zur besseren Ubersicht sei ein Versuch yollstindig be- 
schrieben. 


9 Uhr 00 Min. 1000g Hefeplasmolysat werden mit 500 ccm Pyridin 

verriihrt. 

9 , 08 ,, Zugabe von 700 cem Ather. 

11. ,, Nochmals 600 cem Ather zugegeben, es tritt Flockung 
der Hefe ein. Der iiberstehende Ather ist intensiv 
blutrot gefiirbt und zeigt ebenso intensives Himochro- 
mogenspektrum. 

14 ,, Die abgesetzte Pyridin—Atherschicht wird auf ein groBes 

Faltenfilter dekantiert und trocken filtriert. 

, 15 ,, Der Heferiickstand wird mit 600 cem Ather weiter ge- 
riihrt, dann wieder dekantiert. 

9 . 18 ,, 1000cem Ather zugegeben, der Ather ist noch stark 

rot gefirbt, wird wieder auf das Faltenfilter dekantiert. 

9 ,, 22 ,, 800cem Ather zum Plasmolysat gegeben, firbt sich 

noch deutlich rot, wieder dekantiert. 

9 ,, 25 ,, Filtration ist beendet, das Ather-Pyridingemisch wird 
in einen 5 Liter-Scheidetrichter gegossen und mit 500 ecm 
Wasser geschiittelt. 

» 80 ,, WéiBrige rote Schicht abgelassen; zur Atherschicht 
nochmals 200 cem destilliertes Wasser gegeben und ge- 
schiittelt. 

9 ,, 382 ,, Wi&Brige Schicht zur ersten abgelassen. Der Ather zeigt 

noch deutlich folgendes zweibandiges Spektrum: I. etwa 
580; IL. etwa 551. Er wurde beiseite gestellt. 
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9 Uhr 38 Min. Die etwa 1 Liter umfassende wiBrige Schicht ist intensiv 
rot gefairbt, zeigt Hiimochromogen scharf bei 557 und 
wurde mit 1,5 Liter Handelsither ausgeschiittelt. Beim 
Absetzen geringe griinliche Flocken. 

9 , 44 ,, Zur wiBrigen Schicht 1 Liter Ather gegeben, ge- 
schiittelt; beim Absetzen geringe braune Flocken. 

10 ,, 05 ,, 1 Liter Ather zur wiBrigen Schicht gegeben; beim Um- 
schiitteln sofort braune Fiillung, in beiden Schichten 
nur noch miBig starkes Spektrum, keine Emulsion. 

10 ,, 15 ,, 1000 cem Ather zur wiiBrigen Schicht gegeben, wiederum 
starke Fallung, beide Schichten sind jetzt hellgelb ge- 
firbt. Spektrum kaum erkennbar. 

Die abgeschiedenen Flocken wurden getrennt abgesaugt. 
Die erste Fraktion war hellbraun, sandig, Teichmann negativ, 
in Pyridin unléslich. Die zweite Fraktion war etwas dunkler 
gefirbt, in Pyridin—Wasser zeigte sich ein mibig starkes 
Haimochromogenspektrum, Teichmann negativ. Die Haupt- 
fraktionen waren auch nach dem Absaugen noch tief braun 
gefarbt, an manchen Stellen braun-violett gliinzend, und gaben 
intensives Himochromogenspektrum; bei der Teichmannschen 
Probe war alles mit den typischen Krystallen durchsetzt, zum 
Teil waren auch elliptische Formen zu beobachten. 

Nach diesem Verfahren wurden inzwischen etwa 20 kg 
Hefe in ebensoviel Versuchen, mit Ausnahme von zweien, mit 
stets positivem Teichmann durchgefiihrt. Das Verfahren ist 
jederzeit reproduzierbar; verschiedene Praktikanten des Instituts 
haben im Laufe des Semesters hiernach Himin aus Hete ge- 
wonnen. 

Isolierung des Hefehamins. 

Die abgelassenen filtrierten Flocken wurden in einer 
kleinen Porzellanschale mit Eisessig, der mit Kochsalz ge- 
sittigt war, kurz aufgekocht und nach 24 Stunden abfiltriert. 
Der Filterriickstand wurde wieder in heibem Kisessig gelést, 
in viel Chloroform gegossen, mit Wasser mehrmals gewaschen, 
die rotbraune Chloroformlésung wurde von ausgeschiedenem 
EiweiB filtriert und abgedunstet. Da sich keine Krystalle 
ausschieden, wurde der Abdunstriickstand wieder in Eisessig 
hei8 gelist, nochmals iiber Chloroform gereinigt, die filtrierte 
Chloroformlésung im Vakuum stark eingeengt und in sieden- 
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Saure Autolysen 






































‘ = Stund 
1000 g Hefe plasmolysiert Verlauf der Pr nach Stunden 
mit Plasmolyse 
1, i 5 x 12 
2°), Eisessig . sehr langsam — —- 4,7 
5°, ” langsam 4,2 — 4,3 
| 
10 °/, " rasch 40 | — | 4,1 
| 
5 °/, Ameisensiure . ziemlich rasch 3,1 “a | 3,2 
5 °/, Propionsiiure rasch 5,0 inte | 4,5 
3 °/, Chloressigsiiure ziemlich rasch 3,2 — 8,3 
5 °/, NaH,PO, gepulvert | ebenso rasch wie —- 5,1 5,4 
bei Kochsalz 
5 °/, NaH, PO,in 100 eem rasch oo — 5,8 
Wasser 
5°/, Kisessig und 2°/, rasch -— _ 4,3 
Hydrazinhydrat 
5 °/, Hisessig und 2°, rasch — - 4,3 
Na-Hydrosulfit 
Spontanautolyse bei 50° — — — 6,2 
Spontanautolyse bei 50°; —- — — 4,7 
nach 3 x 24 Stunden 
wird 5°/, Eisessig ein- 
geriihrt 
2 °/,ige sodaalkalische Pr nach 3 xX 24 Stunden = 8,6. Primiires 


50°-Autolyse 
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~ bei 50° 
= —_—-- —— - - - - 
Art Php is Fluorescenz 
des primiren — des Bemerkungen 
Porphyrins ae Himinithers 
Haminather 
viel Proto, angedeuteter Griin — 
wenig Kopro | Streifen 555 
viel Proto, sehr wenig Schwach In 3 parallelen Versuchen wurde 
wenig Kopro |Protou.Kopro] orange jedesmal primiir mehr Proto- 
porphyrin als Koproporphyrin 
beobachtet; bei der weiteren 
Reinigung durch Uberfihren 
in Ather jedoch mehr Kopro- 
als Protoporphyrin 
wenig Proto, a Griin sa 
viel Kopro 
fast kein Proto, -- Griin —_ 
viel Kopro 
fast kein Proto, — Griin = 
viel Kopro 
fast kein Proto, | viel Proto, fast Rot 
viel Kopro kein Kopro 
wenig Proto, — Griin 
viel Kopro 
nur Kopro — — = 
deutlich Proto, — a _ 
schwach Kopro 
nur Kopro — Griin 
gleichviel deutlich Proto |Schwach rot} Der _ ,,Kopro‘‘-Streifen _ liegt 
Kopro u. Proto nicht bei 622,8, sondern 
bei 624,3 


fast kein Proto, 
viel Kopro 





= 





schwach Proto 











Porphyrin: sehr viel Kopro 
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den, mit wenig Kochsalz und Salzsiure versetzten Eisessig 
eingetragen. Nach 24 Stunden hatten sich nur _ rundliche 
Formen, keine Krystalle, gebildet. Diese wurden abgesaugt, 
und aus Chloroform—Pyridin—Kisessig nochmals krystallisiert; 
nach 12 Stunden schén ausgebildete groBe Haminkrystalle. 
Nach dem Auswaschen mit Alkohol—Wasser, Alkohol, Ather 
stahlblaues Krystallpulver. Bei 75° konstant getrocknet: 16,0 mg, 
bei 110° konstant 15,8 mg. 

4,551 mg Substanz gaben 10,450 mg CO,, 2,080 mg H,O, 0,529 mg 
Fe, Qs. 

C,,H,.N,O,FeCl Ber. C 62,61°/, H 4,959, Fe 8,57 °/, 
Gef. ,, 62,63 5,12 » 8,14 

Spektrum in Pyridin und in Pyridin—Hydrazin stimmt 
mit tierischem Himin iiberein. Das Priparat lést sich in 
2 n-Sodalésung leichter als ein Vergleichspriparat aus tierischem 
Himin. Die Enteisenung der Sodalésung mit Kisessig—Hydrazin 
ergibt Protoporphyrinspektrum, iibereinstimmend mit einem 
analogen Versuch von tierischem Hamin. 

Die krystallographische Messung eines Herrn Professor 
Steinmetz vorgelegten Priparates von ‘Teichmannschen 
Krystallen ergab folgenden Befund: ,Enthalt viele schwach 
gelblich gefirbte, flach prismatische, anscheinend rechtwinklig 
begrenzte Krystillchen, deren stark absorbierte Schwingungs- 
richtungen einen Ausléschungswinkel von 33 + 1° gegen die 
lange Prismenkante bildet.“ 

Ein -aus Nitrobenzol umkrystallisiertes tierisches Himin- 
priiparat ergab folgenden Befund: ,,Wetzsteinihnliche Formen, 
anscheinend 2zahlige Symmetrieachse, normal zur Ebene 
der Krystalle. Ausléschungsschiefe der stark absorbierten S.R. 
nur sehr approximativ angebbar zur Liangsachse: 34—40°« 

Kin zum Vergleich gegebenes Hefehiminpriparat mit 
Teichmannschen Krystallen mit elliptischen Formen ergab 
folgenden Befund: ,,Morphologisch dem vorigen dhnlich, Zwei- 
zahligkeit, aber deutlicher ausgeprigt. Nicht ganz gleich- 
miBig ausléschend, S.R. der starken Absorption mit der 


Liingsachse einen kleineren Winkel bildend als vorher, 
15—25 %« 


ry 
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Aufarbeitung des Nebenproduktes. 


Bei manchen Versuchen, jedoch nicht bei allen, zeigte der 
Pyridin—Atherextrakt nach der Extraktion des Hefeplasmoly- 
gates folgendes Spektrum: 

I. schwach 587; II. deutlich 555; III. 523. 

Beim Entmischen mit Wasser blieb der Farbstoff zum gréSten 
Teil im Ather, verhielt sich also anders wie Hiimin. Zusatz 
von Hydrazin bewirkte keine Anderung, sondern lediglich eine 
Verschiebung des Spektrums um 4 wu nach Rot. 

Der Ather wurde in einem eisgekiihlten Kolben im Vakuum 
vertrieben. Ks verblieben 300 ccm dunkelbraune Pyridinlésung 
mit sehr verwaschenem starkem Spektrum. Da der Farbstoff 
also anscheinend haltbar war, wurde das Pyridin bei 60° Bad- 
temperatur zur Trockne gebracht; der Riickstand wurde in 
Hisessig gelést, zeigte das urspriingliche Spektrum unveriindert. 
Auf Zusatz von Hydrazin wurde in Ather ein deutliches Proto- 
porphyrinspektrum beobachtet, Koproporphyrin fehlte. Eine 
weitere Probe des Farbstofies wurde mit Eisessig—Bromwasser- 
stoff im Rohr 3 x 24 Stunden bei 40° gehalten. Der Ather 
zeigte folgendes scharfe Spektrum: 

I. deutlich 626,6—622,9; gemessenes Maximum 624,8. Die iibrigen 


624,7 
Streifen wurden nicht gemessen. 





Bei einem anderen Ansatz wurde der Ather mit dem 
Streifen I. 587 etwa 10mal mit Wasser geschiittelt, wodurch 
der GroBteil des Farbstoffes in Wasser tiberging. Die pyridin- 
haltige Liésung zeigte folgendes Spektrum: 

I. deutlich verwaschen 587; II. stark 555; III. sechwach ver- 

waschen 523. 
Die Lésung fluoresciert Rot-orange nach Zitronengelb. Durch 
6fteres Ausschiitteln der wiBrigen Farbstofflésung mit Petrol- 
ither flockte der Farbstoff aus, wurde abfiltriert, mit Wasser, 
Alkohol, Ather und Chloroform griindlich gewaschen. 

Eine Probe wurde in konzentrierte Schwefelsiure ge- 
geben, sofort tritt die rote Porphyrinfarbe auf und ein deutliches 
saures Spektrum ist sichtbar. Der Ather zeigte dann ein- 
deutig Protophorphyrin. 
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Eine weitere Probe der Flocken wurde in Wasser—Pyridin 
gelést, sie zeigte nunmehr folgendes zweibandige Spektrum: 
I. deutlich verwaschen 589,9; II. deutlich verwaschen 552,5. 
Intensitit ist gleich; fluoresciert von Rot nach Gelb. Nach 
den Spektroskopiezahlen kénnte es sich am ehesten um das 

Zink- oder Zinnsalz des Protoporphyrins handeln. 

Kine Probe nochmals mit Eisessig—Hydrazin enteisent, in 
Ather reines Protoporphyrin. 

Zum Schlu8 berichten wir iiber den EinfluB der Wasser- 
stoffionenkonzentration auf die Art der Porphyrine bei der 
Autolyse der Hefe. 

Je 1 kg Brauereihefe wurde autolysiert unter Bedingungen, 
wie sie in der Tabelle (S.256— 257) iibersichtlich zusammengestellt 
sind und sofort in einen auf 35° vorgewarmten Thermostaten 
gebracht, der dann weiterhin auf 50° geheizt und konstant ge- 
halten wurde; das verdunstende Wasser wurde alle 24 Stunden 
erginzt. Zur Untersuchung wurden jeweilig 100 ccm nach der 
Kisessig—Athermethode aufgearbeitet. Soweit méglich, wurden 
die Porphyrinextrakte in Reagenzglisern colorimetrisch ver- 
glichen. 
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Uber die anaerobe Resynthese von Phosphokreatin 
nach der Reizung isolierter Froschmuskeln. 
Yon 


Henriette Gorodissky (Charkow). 








(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Januar 1928.) 


Die Anschauungen iiber den Ablauf der bei der Muskel- 
titigkeit sich abspielenden chemischen Vorginge haben wahrend 
der letzten Jahre mannigfache Wandlungen durchgemacht. 
Dies muBte so sein, weil die Kenntnis der Substanzen, an 
denen bei der Kontraktion Spaltungsvorgiinge sich vollziehen, 
die bei der Erschlaffung und der Erholung durch entsprechende 
synthetische Prozesse wieder riickgingig gemacht werden, 
wesentlich bereichert werden konnte. 

Neben der als Lactacidogen bezeichneten Hexosemono- 
phosphorsiure!), die bei der Muskeltitigkeit Phosphorsiiure 
und Milchsiure bildet, kommen nach Untersuchungen aus der 
letzten Zeit als Tiatigkeitssubstanzen im engeren Sinne die 
Adenosinphosphorsiiure”) und das von Fiske’) als Kreatin- 
phosphorsiiureverbindung erkannte Phosphagen*) in Betracht. 





1) G. Embden u. M. Zimmermann, Diese Zs, Bd. 167, S. 114 
(1927). 

2) G. Embden, Vortrag auf der Vers. deutsch. Naturf. und Arzte, 
Diisseldorf 1926; Referat in der Miinchn. Med. Wochenschr. 1926 und 
Ronas Ber. Bd. 38, 8.157; G. Embden, Klin. Wochenschr., Jahrg. 6, 
Nr. 14, S. 628; G. Embden u. M. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 167, 
S. 1387 (1927); G. Embden, Vortrag auf der 10. Tagung d. Deutsch. 
Physiol. Ges., Frankfurt, Sept. 1927; Ronas Ber. Bd. 42, S. 560. 

5) C. H. Fiske u. G. Subbarow, Science Bd. 65, S. 401 (1927). 

4) Ph. Eggleton u. G. P. Eggleton, Biochem. Jl. Bd. 21, S. 190 
(1927); Jl. of Physiol. Bd. 63, S. 155 (1927). 
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Die Adenosinphosphorsiiure ist die Muttersubstanz des 
Ammoniaks, dessen Bildung bei der Kontraktion erst kiirzlich 
aufgefunden wurde.!) Die hydrolytische Desaminierung der 
Adenosinphosphorsiaure, in der wir die Ursache fiir diese Ammo- 
niakbildung zu erblicken haben, l4Bt neben dem Ammoniak 
Hypoxanthosinphosphorsiiure’), die bereits von Liebig*) in 
wiBrigen Muskelextrakten aufgefundene Inosinsiiure, entstehen. 
Das Phosphokreatin von Fiske und Subbarow zerfillt bei 
der Titigkeit in Kreatin und Phosphorsiure, so daB8 wir also 
jetzt bereits zwei Muttersubstanzen fiir die Phosphorsiiure- 
bildung bei der Muskelarbeit kennen. 

Wenn schon unsere Kenntnisse iiber den Verlauf der 
Abbauvorgiinge an den drei genannten Titigkeitssubstanzen 
in mehrfacher Hinsicht liickenhaft sind, so gilt das gleiche 
noch mehr fiir das an diese dissimilatorischen Prozesse sich 
anschlieBende assimilatorische Geschehen. Zwar wissen wir, 
daB der Wiederaufbau der Hexosemonophosphorsiure aus 
Phosphorsiiure und Zucker bei der Zuckung schon wiihrend 
der Erschlaffung und bei der tetanischen Kontraktion schon 
wihrend der Fortdauer des Tetanus sich vollziehen kann. Wie 
weit das gleiche auch fiir den Wiederaufbau der Adenosin- 
phosphorsiiure und des Phosphokreatins zutrifft, dariiber hegen 
entscheidende Untersuchungen zur Zeit kaum noch vor, wenn- 
gleich kein Zweifel daran bestehen kann, daB auch der isolierte 
Froschmuskel imstande ist, unter geeigneten Versuchsbedin- 
gungen sowohl die Adenosinphosphorsiure wie das Phospho- 
kreatin wiihrend der Erholung aus ihren bei der Kontraktion 
entstandenen Spaltstiicken wiederherzustellen. 

Die Verhiltnisse werden dadurch noch verwickelter, dai 
allem Anschein nach die an den drei genannten Titigkeits- 





1) G. Embden, Vortrag auf der Vers. Deutsch. Naturf. und Arzte, 
Diisseldorf 1926; Ronas Ber. Bd. 38, S. 157; Klin. Wochenschr., Jahrg. 6, 
Nr. 14, 8.628; J. Parnas u. Mozolowski, Klin. Wochenschr., Jahrg. 6, 
Nr. 21 (1927); Biochem. Zs. Bd. 184, S. 399 (1927). 

*) G@. Schmidt, Vortrag auf der 10. Tagung d. Deutsch. Physiol. 
Ges., Frankfurt, Sept. 1927; Ronas Ber. Bd. 42, S. 562 (1927). 

*) Liebig, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 62, 8. 317 (1847). 
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substanzen und ihren Dissimilationsprodukten sich vollziehen- 
den Wandlungen in freilich noch keineswegs durchsichtiger 
Weise aufs engste miteinander verknipft sind. Ein Beispiel 
einer derartigen Verkniipfung bildet die von H. J. Deuticke?) 
aufgefundene eigenartige Fahigkeit des Milchsiiureanions, den 
Wiederaufbau der Hexosephosphorsiiure zu férdern. In noch 
viel stirkerem MaBe kommt, wenigstens was die Geschwindig- 
keit des Reaktionsablaufes betrifit, die gleiche Kigenschaft 
nach EK. Lehnartz?) dem Anion der Adenosinphosphorsiiure zu. 

Ks liegt auf der Hand, daB die isolierte Betrachtung der 
im engeren Sinne chemischen Prozesse unsere Kenntnisse vom 
Wesen der Muskelkontraktion immer nur bis zu einem ge- 
wissen Punkte zu férdern vermag, und es wird demgemiib 
notwendig sein zu verfolgen, wie die eben erwiihnten dissimi- 
latorischen und assimilatorischen Vorgiinge an den drei bisher 
bekannten Tatigkeitssubstanzen mit den physikalischen Prozessen 
bei der Kontraktion verbunden sind. Wie weit wir noch von 
der Erreichung dieses Zieles entfernt sind geht z. B. daraus 
hervor, daB selbst iiber die Richtung der im Kontraktions- 
moment eintretenden Anderung der H-Jonenkonzentration die 
Ansichten augenblicklich noch weit auseinandergehen. 

In energetischer Hinsicht sind die Spaltung von Hexose- 
monophosphorsiiure in Phosphorsiiure und Hexose®), sowie vou 
Adenosinphosphorsiure in Inosinsiure und Ammoniak*) wenig 
bedeutungsvoll, wihrend die Umwandlung der bei der Lactaci- 
dogenspaltung gebildeten Hexose in Milchsiiure und der Abbau 
des Phosphokreatins zu Phosphorsiiure und Kreatin 5) an sich 


1) Diese Zs. Bd. 141, S. 196 (1924). 

®) Vortrag auf der 10. Tagung der Deutsch. Physiol. Ges., Frank- 
furt, Sept. 1927; Ronas Ber. Bd. 42, S. 561. 

5) G. Embden u. M. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 167, S. 114 
(1927). 

*) G@. Schmidt, Vortrag auf der 10. Tagung d. Deutsch. Physiol. 
Ges., Frankfurt, Sept. 1927; Ronas Ber. Bd. 42, S. 562. 

5) O. Meyerhof, Diskussionsbemerkung zum Vortr. G. Embdens 
auf der 10. Tagung d. Deutsch. Physiol. Ges., Frankfurt, Sept. 1927; 
Ronas Ber. Bd. 42, 8S. 561; O. Meyerhof u. J. Suranyi, Biochem. Zs. 
Bd. 191, S. 106 (1927). 














964 Henriette Gorodissky, 


mit sehr erheblicher positiver Wirmeténung einhergehen sollen 
und daher als energieliefernde Prozesse in Betracht zu ziehen sind. 

Die Riickumwandlung der Milchsiure in Kohlenhydrat 
vollzieht sich anscheinend entsprechend ihrem hohen Energie- 
bedarf nur unter aeroben Verhiltnissen, nur der sauerstoff- 
versorgte Muskel bewirkt ja nach den bekannten Versuchen 
Meyerhofs unter Verbrennung eines kleineren Teiles die 
Riickumwandlung des gréBeren Teiles der bei der Tiatigkeit 
entstandenen Milchsiure. 

Ganz iihnlich schienen die Verhialtnisse nach den Unter- 
suchungen von Ph. Eggleton und G. P. Eggleton?) auch 
beziiglich des Phosphokreatins zu liegen. Nur in sauerstoff- 
versorgten Muskeln konnten diese Autoren den Wiederaufbau 
des nach kurzer Tetanisierung gespaltenen ,,Phosphagens“ 
beobachten. Mit diesen Ergebnissen steht freilich die kiirzlich 
von EK. Lehnartz?) beschriebene Tatsache in Widerspruch, 
daB es im PreBsaft aus lebensfrischer Kaninchenmuskulatur 
beim einfachen Aufbewahren unter bestimmten Bedingungen 
zu einer sehr betriichtlichen fermentativen Phosphokreatinsynthese 
kommt, unter Umstiinden also, bei denen oxydative Prozesse von 
rgend erheblichem Umfange von vornherein ausgeschlossen sind. 

Bei der Bedeutung, die gerade angesichts der anscheinend 
erheblichen Endothermie des Prozesses dem Wiederaufbau des 
bei der Tiatigkeit gespaltenen Phosphokreatins wihrend einer 
nachfolgenden anaerobiotischen Ruheperiode zukommen wiirde, 
erchien eine erneute experimentelle Untersuchung der Frage 
des anaeroben Wiederaufbaues von Phosphokreatin im leben- 
den Froschmuskel als erwiinscht, und das Ergebnis derartiger, 
auf Veranlassung von Prof. Embden ausgefithrter Unter- 
suchungen soll im folgenden kurz mitgeteilt werden. 


Methodik. 


Die siimtlichen Versuche wurden an den Gastrocnemien von rana 
temporaria in der Zeit von Anfang Oktober bis Mitte Dezember 1927 
ausgefiihrt. 


1) Jl. of Physiol. Bd. 63, S. 155 (1927). 
2) Vortrag auf der 10. Tagung d. Deutsch. Physiol. Ges., Frank- 
furt, Sept. 1927; Ronas Ber. Bd. 42, 8. 562. 
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Die Wirbelsiule wurde unmittelbar oberbalb des Beckens durch- 
schnitten, der Gastrocnemius méglichst schnell pripariert und in allen 
spiiteren Versuchen zwischen zwei Elektroden aufgehingt. Die Auf- 
hingung der Muskeln geschah in der von Embden und Lawaczeck’) 
geschilderten Weise, nur bestand die obere Elektrode, die unmittelbar 
in den Muskel eingehaingt wurde, aus Platin, wiihrend die untere, aus 
Kupfer hergestellte, die Muskulatur nicht beriihrte, sondern in einen 
Schlitz der Achillessehne eingehakt war. Die Beseitigung der Achilles- 
sehne geschah nachtriglich in einfachster Weise durch Abbrechen bei 
der Entfernung des gefrorenen Muskels von der Kupferelektrode. Die 
faradische Reizung der Muskeln erfolgte in allen Versuchen dieser Ar- 
beit direkt, wobei die Gastrocnemien stets mit 25 g belastet waren. 

Wihrend der ganzen Zeit meiner Untersuchungen fiihrte ich Kon- 
trollversuche aus in der Art, daB ich den Phosphokreatingehalt beider 
Muskeln unmittelbar nach dem Aufhiingen an den Elektroden bestimmte. 
Die Muskeln wurden hierbei gleichzeitig in fliissige Luft versenkt, wobei 
regelmibig eine Kontraktion, bald stiirker, bald schwiicher eintrat. 

Die Zerkleinerung der Muskeln erfolgte in der im hiesigen Institut 
iiblichen Weise durch einfaches ZerstoBen und Zerreiben mittels eines 
Porzellanpistills in einem Porzellanmérser. Der Muskel war dabei in 
eine einfache Lage bester Verbandgaze eingewickelt. Das gewonnene 
Muskelpulver wurde dauernd in fliissiger Luft kiihl gehalten und in 
{rlenmeyerkélbchen versenkt, welche in allen spaiteren Versuchen mit 
10 eem einer 5°/,igen Trichloressigsiiurelésung beschickt und verschlossen 
vorgewogen waren. Durch schwenkende Bewegungen wurde die Musku- 
latur rasch und griindlich mit der Fliissigkeit in Berithrung gebracht 
und ihre Menge durch eine zweite Wiigung bestimmt. Da die Wagung 
mit gréBter Besehleunigung 10—12 Minuten nach der Versenkung der 
Muskulatur in Trichloressigsiiure vorgenommen wurde, war noch kein 
vollkommener Temperaturausgleich erfolgt. 


Unmittelbar nach der Wiagung wurde durch Schwarzbandfilter fil- 
triert. Die Filtration beanspruchte nur etwa 1 Minute. 5 cem des klaren 
und farblosen eiweiSfreien Filtrates wurden sofort nach dem vollstiindigen 
Durchlaufen der Fliissigkeit in einen MeBkolben yon 25 cem mit der Pi- 
pette iiberfiihrt und unter Zusatz eines Tropteus alkoholiseher Phenol- 
phtaleinlésung so viel Tropfen anniihernd 2 n-Natronlauge hinzugefiigt, 
daB eben bleibende Rotfiirbung eintrat. An den so gewonnenen Fliissig- 
keiten wurde die colorimetrische Bestimmung genau nach den Vor- 
schriften von Fiske und Subbarow ausgefiihrt. Das verwendete 
Schwefelsiiure-Molybdinsiiuregemisch enthielt 2,5 °/, Ammoniummolybdat 
in 5n-Schwefelsiiure. Zur Herstellung der Naphtylaminosulfosiiurelésung 





1) Biochem. Zs. Bd. 127, S. 185 (1922). 
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wurden 0,5 g der Substanz') in 195 cem einer 15°/,igen Lésung von 
primiirem Natriumsulfit gelést und alsdann mit 5 eem einer 20°/,igen 
Lisung des neutralen Natriumsulfits versetzt. Die Fliissigkeit wurde 
sorgfiltig filtriert und nie linger als einige Tage verwendet. 

Zur Ausfiihrung der Bestimmung wurden zuerst genau 5 cem der 
Molybdinschwefelsiure gleichzeitig in die Versuchslésung und in die 
Phosphorsiurestandardlésung eingefiillt. Unmittelbar danach wurden 
beiden Lisungen 2ecem des Naphthylaminosulfosiurereagens zugefiigt, 
der MeBkolben alsbald mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt und die 
Fiiissigkeit griindlich durchmiseht. Die 5 ecem der als Phosphors&ure- 
standard verwendeten Lésung sekundiiren Kaliumphosphats entsprachen 
genau 0,5 mg H,PQ,. 

Die Colorimetrie wurde mit einem nach dem Dubosq schen 
Prinzip gebauten neuen Colorimeter der Firma Leitz ausgefiihrt, das 
mit einer kiinstlichen Lichtquelle arbeitet und sehr genaue Ablesungen 
gestattet. In allen spiteren Versuchen war das Gesichtsfeld durch eine 
geeignete Blende verkleinert, was den colorimetrischen Vergleich er- 
leichterte. Die Ablesung wurde stets bei einer Schichtdicke der Standard- 
lésung von 30 mm vorgenommen. 

Die erste Ablesung wurde genau 4 Minuten nach dem Hinzufiigen 
der Schwefelmolybdinsiiuremischung ausgefiihrt. Weitere Ablesungen 
folgten in Abstiinden von je 1 Minute, die letzte 10—12 Minuten nach 
dem Siiurezusatz. Die Fliissigkeiten blieben nunmehr bei Zimmertempe- 
ratur stehen, bis mindestens 1 Stunde nach dem Siurezusatz verstrichen 
war. Jetzt erfolgte die Endablesung. Lingeres Stehen zeigte trotz 
weiterer Nachdunkelung der Fliissigkeiten nie eine Veriinderung der 
Colorimeterwerte. 

Die Endwerte fiir Phosphorsiiure ergaben sich unmittelbar aus 
der zuletzt erhaltenen colorimetrischen Ablesung, die Anfangswerte 
wurden auf Anraten von Herrn Dr. Lehnartz nach der Methode der 
kleinsten Fehlerquadrate berechnet. Der Berechnung wurde die Uber- 
legung zugrunde gelegt, daB die Phosphokreatinspaltung zwar eine 
Exponentialfunktion darstellt, daB aber bei Phosphokreatinwerten der in 
Frage kommenden GréBenordnung die Spaltung wihrend des Zeitraumes, 
iiber den sie beobachtet wird — von der 4. bis zur 12. Minute — sehr 
annihernd eine lineare Funktion der Zeit ist, also — natiirlich nur fir 
diesen Zeitabschnitt — durch eine Gleichung der Form 

y = A+ Bt dargestellt werden kann, wobei 

¢ = Zeit in Minuten, 

y = beobachteter Gehalt an H,PO, zu den verschiedenen Zeiten und 
A = Anfangsgehalt an H,PO,, 

B = Anderung des Gehaltes an H,PO, in der Zeiteinheit. 





') Zur Verwendung gelangte der Entwickler Eikonogen, der nach 
der Vorschrift von Fiske umkrystallisiert wurde. 


& 
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A errechnet sich dann nach der Formel?): 


ae ate Syt—- sy? 
(St?— nde? 
bei der y, A und ¢ dieselbe Bedeutung wie oben haben und n die Zahl 
der Beobachtungen angibt. 

Die Berechnung der Anfangswerte nach dieser Formel ist genauer 
als ihre Ermittlung auf graphischem Wege. 

Die Phosphokreatinphosphorsiiure ergab sich einfach als Differenz 
der Endwerte und der Anfangswerte. 





sete 


Versuchsergebnisse. 





In der Tab. I sind die Ergebnisse von 45 Versuchen 
niedergelegt, in denen der rechte und der linke Gastrocnemius 
unmittelbar nach der Aufhingung gleichzeitig in ungereiztem 
Zustande in fliissige Luft versenkt waren. Der Stab 2 dieser 
Tabelle gibt das Datum des Eintreffens der Friésche im In- 
stitut an. Fast immer handelte es sich um Frésche, die in 
upmittelbarer Nihe von Frankfurt am Vortage ihrer Lieferung 
gefangen und jedenfalls noch nicht lingere Zeit aufbewahrt 
worden waren, Die jeweilige Herkunft der Frésche ist, wie 
wie wir sehen werden, von wesentlicher Bedeutung. 5 

Reihe 3 und 4 geben die Anfangswerte fiir Phosphor- 
siure — d.h. also den Gehalt der Muskeln an anorganischer | 
Phosphorsiure als H,PO, auf 100 g Muskel berechnet — an, 
wihrend die Reihen 5 und 6 die nach eingetretener Konstanz 
der Ablesungen gewonnenen Endwerte, die sich aus der an- 
organischen Phosphorsiiure und der Phosphokreatinphosphor- 
siure zusammensetzen, wiedergeben. In den Reihen 7 und 8 
ist der Gehalt der beiden, mit den Ziffern 1 und 2 bezeich- ' 
neten Muskeln an Phosphokreatinphosphorsiiure angegeben, die 
sich als Differenz der Stabe 5 und 3, sowie 6 und 4 ergibt. 

Aus der Vertikalreihe 9 ist der prozentische Unterschied 
an Phosphokreatin, bezogen auf den kleineren Wert, ersichtlich. 

Ein Blick auf diese Reihe ergibt, daB8 in der itiberwiegenden 
Mehrzahl der Versuche (in 32 von 45) kein gréSerer Unter- 
schied im beiderseitigen Phosphokreatingehalt als etwa 5°/, 
bestand. 





1) Vgl. Kohlrausch, Lehrbuch d. prakt. Physik, 14. Aufl., S. 13, 
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Kontrollversuche. 
Tabelle I. 
Muskel 1 und 2 ohne Reizung sofort in fliissige Luft. 
1 2 ili“ ts. 7s 7 | 8 | 9 
v h Summe d. an- Phospho- 
ersucns - pe : reSiTpe 
; Anorganische organischen _kreatinphosphorsiure 
Nr. Datum . | Phosphorsiiure | 
Phosphorsiure “ }agd 
der , u. d. Phospho- tok 
(Proto- ss (H,PO,) in kreatinphos- In100g Yea 
koll. Nr) sen- | 100g Muskel phorsiiure in Muskel 23¢ 
dung 100 g Muskel | oe 
Datum . | = 8 oaatinedl .~ 
| 1(g) | 2@) |] 1(@) | 2(g) J 1@ | 2(g) oS 
bw 4 Se | > ee 
5 x 97 |29-1X.{ 0,126 0,133 | 0,819 | 0,811 | 0,193 | 0,178 8,4 
9 
ae 29.1X.] 0,148 0,141 | 0,278 0,266 | 0,130 | 0,125. 4,0 
ie 11. X. | 0,088 0,084 | 0,303 | 0,306 | 0,215 | 0,222 3,3 
ae 11. X. | 0,082 0,081 | 0,284 | 0,292 | 0,202 | 0,211 | 4,9 
| 
5 (7) : ve sa 7 
~ tu 14. X. | 0,092 0,085 | 0,326 | 0,331 | 0,234 | 0,246 | 5,1 
Ps ye 17. X. | 0,080 0,083 | 0,283 | 0,280 | 0,203 | 0,197 | 3,0 
} | 
7 (LE | 
os ‘em 17. X. | 0,103 0,098 | 0,295 | 0,288 | 0,192 | 0,190 | 1,1 
a ny 21. X. | 0,144 0,188 | 0,346 | 0,335 | 0,202 | 0,197 | 2,5 
Qg (9 } 
a £9, 24. X. | 0,128 0,118 | 0,310 | 0,309 | 0,182 | 0,191 | 4,9 
2 
of Moy {24 X. | 0,130 0,145 | 0,310 | 0,311 | 0,180 | 0,166 | 94 
11 (32) Jon v my ree ost eo 
ay 2 2 27. X. | 0,158 0,162 | 0,323 0,324 | 0,165 0,162 | 1,9 
9 
Peg oe 8 27. X. | 0,188 0,183 | 0,319 , 0,822 | 0,181 | 0,189 | 4,4 
Pang oe 28. X. | 0,120 0,119 | 0,308 0,315 | 0,188 | 0,196 | 4,3 
4 ( | 
0) Noy [27 X. | 0,144 0,144 | 0,232 | 0,282 | 0,088 | 0,088 | 0 
| | 
15 36) a ‘a ¢ Qo77 o7 
99, tl 27, X. | 0,143 0,142 | 0,277 | 0,278 | 0,184 0,181) 2,3 
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Tabelle I (Fortsetzung). 








Versuchs- 
Nr. 


(Proto- 
koll-Nr.) 


Datum 


16 (39) 
31. X. 27 
17 (43) 
1. XI, 27 


18 (47) 
2. XI. 27 


26 (58) 
8. XI. 27 
27 (63) 
9, XI. 27 
28 (66) 
9. XI. 27 
29 (68) 
10. XI. 27 
30 (72) 
11. XI. 27 





Datum 
der 
Sen- 


dung 


bo 
= 
* 


8. XI. 





Na! 
| 
_— 


Anorganische 
Phosphorsiiure 
(H,PO,) in 
100 g Muskel 


0,128 0,128 
0,094 0,104 
0,147 0,128 
0,163 0,127 
0,137 0,203 
0,212 0,211 
0,113 0,109 
0,142 0,149 
0,140 0,135 
0,150 0,135 
0,089 0,083 
0,142 0,135 
0,137 | 0,148 
0,092 0,088 


0,118 0,115 





4) 6 


Summe d. an- 
organischen 
Phosphorsiure 
u. d. Phospho- 
kreatinphos- 
phorsiiure in 
100 g Muskel 


kreatinphosphorsdure 


7 8 9 
Phospho- 





In 100 g 
Muskel 


d. kleineren 





1 (g) | 2 (g) 


0,317 0,316 


— 
bo 
co 
bo 

S 
vo 
© 
bo 


0,302 0,818 
0,305 0,309 
0,255 0,264 


0,252 0,260 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXY., 








Untersehied in 


/V 





1 (g) | 2 (g) 


0,194 0,188 | 3,2 


0,206 0,201 25 





0,145 0,160 | 10,3 


0,111 0,123} 10,8 





0,160 0,178 | 11,3 
0,168 0,166 | 12 
0,163 0,176 8,0 


0,134 0,145 8.2 
18 
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Tabelle I (Fortsetzung). 








Versuchs- 
Nr. 


(Proto- 
koll-Nr.) 


Datum 


31 (75) 
14, XI. 27 


82 (93) 
22. XI. 27 


33 (95) 
23. XI. 27 


34 (100) 
25. XI. 27 


35 (105) 
28. XI. 27 
36 (109) 
29. XI. 27 
37 (112) 
30. XI. 27 


38 (116) 
30. XI. 27 


39 (118) 
1. XII. 27 


40 (123) 
2. XII. 27 


41 (126) 
3. XII. 27 
42 (129) 
6. XII. 27 
43 (134) 
1, male 


44 (137) 
8. XII. 27 


45 (140) 
9. XII. 27 














| « 3 4 5 | 6 7 | 8 9 
Summe d. an- _Phospho- 

Anorganische organischen kreatinphosphorsiure 

Datum . __|Phosphorsiure _ 
Phosphorsiure P aa 
der eile” u. d. Phospho- pee 

S (H,PO,) in kreatinphos- In 100g ($e 2 

en- ‘a-a 2 

"1 100g Muskel | phorsiure in Muskel | S25 

dung 100g Muskel | ae 
¥ 7 : a —| = ee 

tw | FO 1 Pete ew le 
8, XI.] 0,101 0,087 | 0,271 0,282 | 0,170 0,195 | 14,7 
21. XI.] 0,088 0,082 | 0,263 0,263 | 0,175 0,181 | 3,4 
21. X1.] 0,102 0,099 | 0,238 0,230 | 0,136 0,181 3,8 
21. XI1.] 0,133 0,138 | 0,286 0,293 | 0,158 0,155 1,3 
21. XI.] 0,087 0,092 | 0,258 0,262 | 0,171 0,170 0,6 
21. XI.] 0,099 0,104 | 0,272 0,269 | 0,173 0,165 4,9 
21. X1.] 0,110 0,114 | 0,290 0,295 | 0,180 0,181 | 0,6 
21. XI.] 0,093 0,094 | 0,239 0,237 | 0,146 0,148 2,1 
21. XI.] 0,094 | 0,090 | 0,274 | 0,265 | 0,180 0,175 2.9 
21.XL] 0,100 0,103 | 0,245 0,244] 0,145 0,141 = 2,8 
21. XI.] 0,089 0,090 | 0,246 | 0,243 | 0,157 0,153 | 2,6 
21. XL] 0,099 0,097 | 0,268 | 0,264 ] 0,169 0,167 1,2 
21. XI.| 0,092 0,087 | 0,273 0,276 | 0,181 0,189 4,4 
4. XII] 0,098 0,093 | 0,289 0,286 | 0,191 0,193 1,0 

| | | 

4, XII.] 0,084 0,082 | 0,256 | 0,262 | 0,172 0,180 4,7 
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Diese Unterschiede sind sicher nur zum kleinsten Teile 
auf methodische Fehler zuriickzufiihren, sie sind vielmehr ganz 
wesentlich durch das verwandte Froschmaterial bedingt. Ks 
zeigte sich ni&mlich eine ausgesprochene Abhingigkeit der 
Resultate von dem jeweiligen Fange. So fand sich z. B. in 
den 12 aufeinanderfolgenden Versuchen 32—43 ausnahmslos 
eine gute Ubereinstimmung der Phosphokreatinwerte. Nur 
zweimal betrigt hier der Unterschied mehr als 4°/, (vgl. Stab 9), 
er ist in der iiberwiegenden Mehrzahl dieser 12 Versuche weit- 
aus geringer. Die Versuche wurden in der Zeit vom 22. No- 
vember bis zum 7. Dezember ausgefiihrt, siimtliche dazu ver- 
wandten Frésche stammten vom gleichen Fang, 

Umgekehrt sehen wir, daB die Frésche des Fanges vom 
28. Oktober, die zu den 5 Versuchen 13, 18, 19, 20 und 21 
dienten, sehr schlecht iibereinstimmende Resultate lieferten. 
Nur einmal, in Versuch 13, der am Tage des Eintreffens der 
Frésche im Institut vorgenommen wurde, war eine geringere 
Differenz als 5°/, vorhanden, in den iibrigen wurden die 
stirksten Abweichungen gefunden, die iiberhaupt in meinen 
Versuchen zur Beobachtung gelangten. 

Ks scheint so, als ob laingeres Aufbewahren der Frésche 
in der Gefangenschaft zu einer Verschlechterung der Uber- 
einstimmung im _ beiderseitigen Phosphokreatingehalt fihren 
kann. So wurden in den ersten 7 Versuchen der Sendung vom 
27. Oktober (Versuch 11, 12, 14, 15, 16, 17, 22) tiberall Unter- 
schiede von unter 5°/, gefunden, im Versuch 23 liegt dieser 
Unterschied bei etwa 5°/,, um weiterhin in den Versuchen 24, 
25, 26 und 29 iiberall auf mehr als 8°/, anzusteigen. 

Ein Vergleich der Unterschiede fiir die Anfangswerte und 
die Endwerte ergibt, daB die letzteren Differenzen im allge- 
meinen weitaus geringer als die ersteren sind. Nur in den 
beiden Versuchen 18 und 19, die am gleichen Tage und an 
Fréschen gleicher Sendung vorgenommen wurden, fanden sich 
betriichtliche Verschiedenheiten in den Endwerten. In Ver- 
such 18 war der Unterschied der Endwerte noch gréBer als 
der der Anfangswerte. In der iiberwiegenden Mehrzahl der 


anderen Versuche ist die Ubereinstimmung der Endwerte an- 
18* 
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gesichts der verwandten colorimetrischen Methodik ausgezeichnet. 
Die Unterschiede waren 26mal geringer als 2°/, und lagen 
36 mal unter 3°/,. Kin Blick auf die Reihen 3 und 4 zeigt, 
wieviel gréBer im allgemeinen die Verschiedenheiten der An- 
fangswerte waren, und in den schlecht stimmenden Kontroll- 
versuchen sind nicht nur die prozentischen sondern auch die 
absoluten Verschiedenheiten in den Anfangswerten der Regel 
noch weitaus gréBer als zwischen den Endwerten. 

Im ganzen ergibt sich aus meinen Kontrollversuchen als 
wichtigstes Ergebnis, daB bei Verwendung geeigneten Frosch- 
materials die beiderseitigen Gastrocnemien fast regelmibBig an- 
nihernd gleiche Werte fiir Phosphokreatin liefern. Die Tat- 
sache, daB gewisse Froschsendungen ein hiervon abweichendes 
Verhalten zeigen, macht es notwendig, alle Untersuchungen 
iiber den Einflu8 verschiedenartiger auBerer Einwirkungen auf 
den rechten und den linken isolierten Gastrocnemius dauernd an 
gleichartig vorbehandelten Ruhemuskeln der gleichen Frosch- 
sendung zu kontrollieren. Dies ist in der vorliegenden Arbeit 
geschehen. 

Nunmehr suchte ich zuniichst zu entscheiden, ob bei gleich- 
artiger Reizung beider Muskeln, die nach den Versuchen von 
Ph. und P. G. Eggleton, sowie auch von Fiske und Sub- 
barow zu einer Verminderung des Phosphokreatins fiihrt, 
beiderseits gleiche Phosphokreatinmengen beobachtet werden. 
Das Ergebnis einer gréBeren Anzahl derartiger Versuche geht 
aus den Tabb. Il und III hervor. In den Versuchen der 
Tab. II dauerte die Reizung nur wenige (G6—12) Sekunden, 
woran sich eine Ruheperiode von 20—30 Sekunden anschlof. 
Die Einzelheiten der Versuchsanordnung sind aus Spalte 10 
ersichtlich. An 3 der 6 Versuchstage wurden Ruhekontroll- 
versuche der oben geschilderten Art unter Verwendung des 
eleichen Froschmaterials vorgenommen. Das Ergebnis dieser 
Kontrollen befindet sich in Tab.I unter den Versuchsnummern 
6,7 und 8. Man sieht, daf in simtlichen Versuchen der Tab. II 
der Phosphokreatingehalt beider Muskeln iibereinstimmt, d. bh. 
nirgends erreicht der Unterschied 5°/, und in der tiberwiegenden 
Mehrzahl der Versuche ist er weitaus geringer (Stab 9). 
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Vergleicht man die Phosphokreatinwerte der entsprechenden 
Ruhekontrollversuche (Tab. I) mit denen die an kurz gereizten 
Muskeln (Tab. Il) erhalten wurden, so sieht man, daB die 
ersteren tiberall erheblich iiber den letzteren liegen, was ganz 
den Erfahrungen Eggletons entspricht. 

DaB die Phosphokreatinwerte auch dann gleich bleiben, 
wenn an eine kurze Reizung eine erheblich laingere Ruhe- 
periode in Sauerstoff sich anschlieBt, geht aus Tab. III hervor. 
Hier wurden die Muskeln jeweils zunichst 3 Sekunden gereizt, 
aber erst nach 10 Minuten langem Ausruhen in Sauerstoff mit 
fliissiger Luft fixiert. Man sieht auch hier iiberall eine aus- 
gezeichnete Ubereinstimmung der Phosphokreatinwerte. Im 
Gegensatz dazu zeigt der am 14. November vorgenommene 
Ruhekontrollversuch (Tab. I, Versuch 31) starke Abweichungen. 


Entsprechend der eingangs umschriebenen Aufgabe, die 
an den verschiedenen Titigkeitssubstanzen sich unter gleich- 
artigen Ledingungen vollziehenden Veriinderungen vergleichend 
zu untersuchen, habe ich auch eine Reihe von Versuchen an- 
gestellt, in denen genau ebenso wie in einer friiher von 
Embden und Lawaczeck!) verdtfentlichten Arbeit der eine 
der Gastrocnemien unmittelbar nach der Aufhingung an den 
Elektroden in fliissige Luft getaucht und erst dann kriftig 
tetanisch gereizt wurde (Muskel A), wibrend der andere nach 
12—15 Sekunden langer Tetanierung und einer Ruhepause 
von 30 Sekunden zur Verarbeitung gelangte (Muskel Bi. 

Embden und Lawaczeck stellten fest, daB unter diesen 
Bedingungen der A-Muskel regelmibig grébere Mengen ..an- 
organischer* Phosphorsiiure enthilt, wobei nach den neuer- 
lichen Befunden von Eggleton und von Fiske die von ihnen 
als anorganische Phosphorsiure angesehene Phosphorsiiure- 
fraktion der Summe der anorganischen und der Phospho- 
kreatinphosphorsiure entspricht. Die beobachteten Diffe- 
renzen in den Versuchen von Embden und Lawaczeck 
sind, da die von ihnen angewandte Methodik zur quantitativen 


1) Biochem. Zs. Bd. 127, 8. 181 (1922). 
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Spaltung von Phosphokreatin fiihrt, natiirlich ausschlieBlich 
auf Lactacidogenphosphorsiure zu beziehen.?) 

Wie verhialt sich unter diesen Bedingungen die Phospho- 
kreatinphosphorsiure? Man sieht, da in simtlichen Versuchen 
der Tab. [V der Wert fiir Phosphokreatinphosphorsiure in dem 
kurze Zeit gereizten Muskel weitaus héher als in dem lingere 
Zeit gereizten ist. Die Menge des Phosphokreatins nahm also 
mit steigender Reizdauer ab. Ein Vergleich der Endwerte in 
den Reihen 5 und 6, die ebenso wie in den Versuchen von 
Embden und Lawaczeck der Summe der anorganischen und 
der Phosphokreatinphosphorsiure entsprechen, ergibt, daB diese 
ausnahmslos in kurz gereizten Muskeln héher sind als in den 
lingere Zeit gereizten, ganz in Ubereinstimmung mit den eben 
erwihnten Ergebnissen von Embden und Lawaczeck. Ks ist 
also bei der lingeren Reizung gleichzeitig mit einer Ver- 
minderung des Phosphokreatins eine Vermehrung des 
Lactacidogens aufgetreten. Die Beobachtung dieser gegen- 
sinnigen Verinderung des ,,Phosphagens“ und des Lactacido- 
gens bei einer etwas lingere Zeit fortgesetzten Tetanisierung 
wurde iibrigens bereits von Ph. Eggleton und G. P. Eggle- 
ton”) gemacht. Sie bildet beziiglich des Lactacidogens eine 
volle Bestitigung der von Kmbden und Lawaczeck er- 
hobenen Befunde und steht nicht, wie die eben genannten Au- 
toren meinen, mit ihnen in Widerspruch. 


1) Es ist daher unrichtig oder jedenfalls miSverstiindlich, wenn 
Ph. Eggleton u. P.G. Eggleton in ihrer bereits erwaihnten Arbeit 
[J. of Physiol. Bd. 63, S. 160 (1927)] schreiben, daB alle Arbeiten, die 
auf den Methoden von Briggs oder Embden basieren und den Ge- 
brauch starker Mineralsiiuren fiir die Bestimmung der Phosphorsiure 
einschlieBen, durch die Untersuchungen der eben genannten Autoren 
von zweifelhaftem Werte geworden sind. Sicher sind die absoluten 
Werte fiir die anorganische Phosphorsiure des frischen Muskels bei 
Verwendung der Methoden nach Briggs und nach Embden viel zu 
hoch. Alle Differenzbestimmungen nach diesen Methoden liefern aber 
durchaus korrekte Werte, ja man kann die physiologischen Schwankungen 
der Lactacidogenphosphorsiiure nur dann feststellen, wenn man diejenigen 
der Phosphokreatinphosphorsiiure dureh deren véllige Spaltung, wie sie eben 
bei Anwendung starker Mineralsiiuren erfolgt, ausschaltet. Embden. 

*) Biochem. Jl. Bd. 21, S. 194 (1927). 
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Es ist bereits von Eggleton gezeigt worden, daB das 
wihrend tetanischer Reizung gespaltene Phosphokreatin bei der 
Erholung in Sauerstoff wieder aufgebaut werden kann. Ich 
konnte dies in zahlreichen Versuchen, von denen ein Teil in 
Tab. V zusammengestellt ist, ein Teil erst spiter zur Bespre- 
chung gelangt, bestiitigen. In den Versuchen der Tab. V wurden 
beide Muskeln — im selben Stromkreis hintereinanderge- 
schaltet — wihrend 12 Sekunden gereizt. Muskel A wurde im 
unmittelbaren AnschluB daran, Muskel B erst nach einer 
30 Minuten langen Erholung in Sauerstoff verarbeitet. Man 
sieht aus den Staben 7, 8 und 9, daB ausnahmslos der er- 
holte Muskel einen héheren Phosphokreatingehalt zeigte, wo- 
bei die Unterschiede, abgesehen vom Versuch 82, betrachtliche 
waren. 

In dem eben genannten Versuche, in dem eine Zunahme 
des Phosphokreatins um etwas weniger als 5°/, erfolgte, liegt 
der Unterschied zwar in der Richtung der iibrigen Ergebnisse, 
aber wohl innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung. Ent- 
sprechend diesem geringen Wiederaufbau von Phosphokreatin 
zeigte der B-Muskel in diesem Falle beim Eintauchen in fliissige 
Luft nur eine schwache Kontraktion (vgl. Spalte 10). Meine 
Versuche bestiitigen also die von Eggleton unter ahnlichen 
Bedingungen erhobenen Befunde. 

Fast iiberall sind die Phosphorsiureendwerte (Stiibe 5 u. 6) 
in den erholten Muskeln héher als in den unmittelbar nach 
der Reizung verarbeiteten. Die letzteren zeigten beim Kin- 
tauchen in fliissige Luft, wie im einzelnen aus den Bemer- 
kungen hervorgeht, keine oder nur geringfiigige Zuckung, wih- 
rend die erholten Muskeln fast immer deutlich zuckten. In 
den beiden Fallen, in denen die Steigerung der Endwerte bei 
der Erholung ausblieb (Versuch 78 und 82), wurde bei der 
Anstellung der Versuche ausdriicklich vermerkt, daB die B- 
Muskeln sich nur schwach kontrahierten, wihrend umgekehrt 
in den Versuchen mit besonders starker Steigerung der End- 
werte (Versuch 68, 71, 72, 73, 75, 83 und 84) die Kontraktion 
der B-Muskeln auffallig deutlich in Erscheinung trat, wie eben- 
falls im einzelnen aus den Bemerkungen ersichtlich ist. 


Tahelle VI. 


Miuckol A und R cleichzeitic 12 Sek. gereizt: Muskel A sofort danach in fliissige Luft versenkt, 
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Es handelt sich auch hier um eine Bestitigung der Be- 
funde von Embden und Lawaczeck, d.h. der beim kurzen 
Tetanus ermiidete Muskel A, der durch Eintauchen in fliissige 
Luft kaum zur Kontraktion gebracht wird, zeigt deswegen 
einen héheren Gehalt an Lactacidogen als der in Sauerstofi 
erholte Muskel, weil schon durch das Eintauchen des letzteren 
in fliissige Luft eine Abspaltung von Phosphorsiéure aus Lacta- 
cidogen zustande kommt. 


Auch in diesen Versuchen kommt ebenso, wie in denen 
der Tab. TV zum Ausdruck, da’ der Lactacidogenwechsel viel 
schneller als der Phosphokreatinwechsel den physiologischen 
Zustandsinderungen des Muskels folgt. 


In 7 iibereinstimmenden Versuchen, deren Ergebnis aus 
der Tab. VI ersichtlich ist, konnte bei genau der gleichen Art 
der Tetanisierung, wie in den eben besprochenen auch unter 
anaeroben Bedingungen Wiederaufbau von Phosphokreatin fest- 
gestellt werden. Die Versuche wurden an dem gleichen Frosch- 
material yorgenommen, das fiir die letzten 7 Versuche der 
Tab. V Verwendung fand. 


Die Muskeln wurden in Luft 12 Sekunden tetanisiert und 
Muskel A sofort danach, Muskel B erst 30 Minuten spiter ver- 
arbeitet. Das KopyloffgefaiB, im dem der Muskel suspen- 
diert war, wurde in den ersten 4 Versuchen mit Wasserstoff, 
in den letzten 3 mit Stickstoff durchstrémt. Der Stickstoff 
perlte in langsam aufeinander folgenden Blasen durch je eine 
Flasche mit Hydrosulfit, Kupfersulfat und alkalischer Pyro- 
gallollésung. 

DaB auch unter diesen Umstiinden der nachtriglich er- 
folgende Wiederaufbau von Phosphokreatin sehr betrichtlich 
war, ist ohne weiteres aus den Vertikalreihen 7—9 ersichtlich. 


Dieses Ergebnis steht in scheinbarem Widerspruch zu den 
Befunden Kggletons, welcher in Stickstoffatmosphire keinen 
Wiederaufbau von Phosphagen eintreten sah, trotzdem die von 
ihm angewandte Anaerobiose keine so strenge war wie in 
meinen Versuchen, da er, um schwerere Schiidigungen des Mus- 
kels zu vermeiden, auf Grund der Erfahrungen von Hartree 
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284 Henriette Gorodissky, 


und Furusawa’) Stickstoff anwandte, der 1°/, Sauerstofi 
enthielt. 

Die Ursache dieses Widerspruches konnte, wie ich glaube, 
ohne weiteres aufgeklirt werden: In den Versuchen der Tab. V 
und VI wurde absichtlich nur kurze Zeit gereizt, d.h. in allen 
Fallen 12 Sekunden, in jenen der Tab. VII wurde die Reizzeit 
auf 25 Sekunden verlingert. Simtliche Versuche wurden an 
Froschmaterial vom 21. September ausgefiihrt, das nach 12 Sek. 
langer Reizung sowohl unter aeroben wie unter anaeroben be- 
dingungen ausnahmslos in der Ruheperiode Wiederaufbau von 
Phosphokreatin gezeigt hatte. In den 6 Versuchen mit 25 Sek. 
Reizzeit (92—97), die an 2'Tlagen vorgenommen wurden, zeigte 
sich bei nachtriglichem Ausruhen unter aeroben Bedingungen 
wiederum sehr erhebliche Resynthese von Phosphokreatin, 
wihrend sie in den anaeroben Versuchen, deren Ergebnisse 
in Kursivdruck wiedergegeben sind, voéllig ausblieb, ja in einem 
dieser Versuche (Versuch 93) trat im Stickstoff eine deutliche 
weitere Phosphorsiiureabspaltung aus Phosphokreatin ein. 

Man sieht also, daB die gleichen Muskeln, die im 
AnschluB an schonende Reizung sowohl in Sauerstoft 
wie unter anaeroben Bedingungen Wiederaufbau von 
Phosphokreatin zeigen, nach weniger schonender Rei- 
zung zu dieser Resynthese nur in Sauerstoffimstande 
sind, und es erscheint nach den Angaben Eggletons als 
mindestens sehr méglich, daB die von ihm angewandte Reizungs- 
methode in allen Fallen weniger schonend war als in meinen 
Versuchen mit 12 Sekunden langer Reizung. Natiirlich kinnte 
auch die Verschiedenheit der verwandten Frésche fiir den ver- 
schiedenartigen Ausfall der anaeroben Versuche der englischen 
Autoren und meiner eigenen verantwortlich sein. 

DaB Sauerstoff den an sich nicht oxydativen Vorgang der 
Phosphokreatinsynthese im lebenden Muskel begiinstigt, davon 
konnte ich mich auch noch bei etwas anderer Versuchsanord- 
nung iiberzeugen: Ich reizte zunaichst beide Muskeln im gleichen 
Stromkreis und gleiche Zeit. Wir haben friiher gesehen, dab 

) Jl. of Physiol. Bd. 62, 5S. 203 (1926); Pfliigers Archiv Bd. 211, 
S. 644 (1925). 
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unter diesen Bedingungen wenigstens bei Froschsendungen, 
welche iibereinstimmende Ruhekontrollwerte liefern, beiderseits 
gleicher Phosphokreatingehalt vorhanden ist. Der eine der beiden | 
Muskeln (B,) kam unmittelbar nach der Reizung fiir eine halbe | 
Stunde in Stickstoff, der andere (B,) in Sauerstoff. | 

Man sieht aus den vier Versuchen der Tab. VIII, da8 nach 
dieser 30 Minuten langen Ruheperiode der Sauerstofimuskel 
siiberall einen weitaus héheren Phosphokreatingehalt aufweist 
als der Stickstoffmuskel. Dies ist auch in jenen beiden Ver- 
suchen der Fall, in denen nur 12 Sekunden gereizt wurde, 
wihrend in den friither besprochenen Versuchen mit 12 Sek. 
langer Reizung, die freilich keinen so strengen Vergleich zu- 
lassen, kein in die Augen fallendé Unterschied in der Syn- 
thesefihigkeit der aeroben und der anaeroben Muskeln in die 
Erscheinung trat. 

Das unterschiedliche Verhalten der aeroben und anaeroben 
Muskeln bei der Resynthese von Phosphokreatin nach der | 
Tatigkeit erinnert durchaus an friihere Beobachtungen von | 
Kmbden und Hentschel’) bei der Lactacidogenresynthese. 
Diese Autoren fanden namlich, daB unter anaeroben Bedin- 
eungen die Abspaltung von Phosphorsiure aus Lactacidogen, 
die nach einer gréBeren Anzahl von Einzelzuckungen unter 
deutlichen Ermiidungserscheinungen eintritt, in Sauerstoff sehr 
viel leichter als bei Sauerstoffmangel wieder riickgingig ge- 
macht wird. Weder die Lactacidogensynthese, noch diejenige 
von Pitosphokreatin sind an sich oxydative Vorginge, trotz- 
dem aber vollzieht sich der Wiederaufbau beider Substanzen 
in Sauerstoff auBerordentlich viel leichter als in Stickstoff oder 
Wasserstoff. 

Werden Muskeln bis zu starker Ermiidung lingere Zeit 
gereizt, so zeigen sie nach Embden und Hentschel auch 
in Sauerstoff keinen Wiederaufbau von Lactacidogen. Dem- 
entsprechend blieb in einem allerdings vereinzelten Versuche, 
in dem ich die tetanische Reizung 2'/, Minuten fortgesetzt 
hatte, bei nachherigem 1/, stiindigem Aufenthalt in Sauerstoff 








1) Diese Zs. Bd. 151, S. 167 (1926). 
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die Phosphokreatinresynthese aus, ja es trat eine weitere Spal- 
tung des Phosphokreatins ein, wihrend der Lactacidogengehalt 
unverdndert blieb. 

Nach neuerlich von Meyerhof und Suranyi!) veréffent- 
lichten Untersuchungen scheint, wie bereits oben erwihnt, die 
Spaltung von Phosphokreatin in Phosphorsiure und Kreatin 
ein Vorgang von erheblicher Exothermie zu sein, und es wiire, 
falls die im Muskel bei der Tatigkeit erfolgende Umwandlung 
des Phosphokreatins tatsichlich in seiner Spaltung besteht?), 
der anaerobe Wiederaufbau des Phosphokreatins nach der 
Tatigkeit ein Beispiel fiir einen unter anaeroben Bedingungen 
sich abspielenden stark endothermen chemischen ProzeB. 

Angesichts der allgemeinen Bedeutung, die dem Nach- 
weise eines derartigen Prozesses zukommen wiirde, erschien 
es als notwendig, die Bedingungen der Anaerobiose so streng 
wie méglich zu gestalten. 

Ich habe daher in einer Reihe von Fallen die Muskeln 
vor der Reizung wihrend '/, Stunde in Stickstoff — wie 
immer an den Elektroden in Kopyloffgefifen — aufbewahrt. 
Nur der erste der Versuche (Versuch 102) der Tab. IX wurde 
unter Verwendung von Wasserstoff ausgefiihrt. Man sieht, daB 
von 7 im ganzen mit dieser Anordnung angestellten Ver- 
suchen 5 positiv ausfielen, d. h. eine deutliche Resynthese von 
Phosphokreatin zeigten. Kinmal (Versuch 104) ergab sich eine 
gerade noch innerhalb der Fehlergrenzen der Bestimmung 
gelegene, und ein weiteres Mal (Versuch 102) eine sehr be- 
trichtliche Abnahme des Phosphokreatins. Der zuletzt ge- 
nannte Versuch wurde unter Verwendung von Wasserstoff aus- 
gefiihrt und ich muB die Frage offen lassen, ob etwa das sorg- 
filtig gereinigte Wasserstofigas einen stirker schidigenden 
Kinflu8 ausiibte als der Stickstoff. 

Nicht unerwihnt will ich lassen, daB von 5 in Tab. X 


1) Biochem. Zs. Bd. 191, S. 106 (1928). 

2) Nach einer von Meyerhof und Suranyi verdffentlichten An- 
gabe (a. a. O., S. 108) vollzieht sich bei der Muskeltitigkeit vielleicht 
keine Spaltung des Phosphokreatins, sondern nur eine Anderung seiner 
Stabilitiit. 
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verdffentlichten Versuchen, die in derselben Weise ausgefiihrt 
wurden wie die zuletzt besprochenen, nur daf die Muskeln mit 
Sauerstoff vorbehandelt wurden und sich im Sauerstoff er- 
holten, nur 2 einen mit Sicherheit auBerhalb der Fehlergrenze 
der Bestimmung gelegenen Mehrgehalt des erholten Muskels 
an Phosphokreatin zeigten. Ich méchte bestimmt glauben, 
daB dieser Befund sich so erkliirt, daB bei so guter Sauer- 
stoffversorgung, wie sie durch die lange Sauerstoffvorbehandlung 
erreicht wurde, die 12 Sekunden lange Tetanisierung nicht 
geniigte, um erheblichere Mengen von Phosphokreatin zu spalten 
und infolgedessen auch bei der nachtraglichen Erholung keine 
Resynthese in die Erscheinung treten konnte.') Fir die 
Richtigkeit dieser Deutung spricht jedenfalls, daB in den 3 Ver- 
suchen der Tab. X, welche die Resynthese vermissen lieBen 
(Versuch 109, 110 und 111) am gleichen Muskelmaterial un- 
mittelbar nach der Reizung erheblich héhere Phosphokreatin- 
werte beobachtet wurden als in der iiberwiegenden Mehrzahl 
der anaeroben Versuche. 


Zusammenfassung. 


Die wesentlichsten Ergebnisse der vorliegenden Unter- 
suchung sind folgende: 

1. In Bestiatigung friiher von Ph. Eggleton und 
G. P. Eggleton veréffentlichter Befunde konnte gezeigt werden, 
daB das Phosphokreatin (das Phosphagen Eggletons) unter 
der EKinwirkung einer kurzdauernden tetanischen Reizung iso- 
lierter Froschgastrocnemien stark abnimmt. 

2. Bei der nachtriglichen Erholung in Sauerstoff kann 
Phosphokreatin in erheblichem MaBe wieder aufgebaut werden. 
Auch dies war bereits von Eggleton gezeigt worden. 

3. Nach geniigend schonender Reizung erfolgte in 
meinen Versuchen der Wiederaufbau des Phospho- 
kreatins auch unter anaeroben Bedingungen. Der 





') Einfache '/, stiindige Aufbewahrung von Ruhemuskeln einerseits 
in Sauerstoff andererseits in Stickstoff fiihrte in 3 tibereinstimmenden 
Versuchen zu keinem merklichen Mehrgehalt des Sauerstoffmuskels an 
Phosphokreatin. 
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scheinbare Widerspruch, in dem dieser Befund zu jenem von 
Ph. Eggleton und G. P. Eggleton steht, welche ausschlieB- 
lich unter aeroben Bedingungen Resynthese von Phospho- 
kreatin bei der Erholung eintreten sahen, wird durch weitere 
Versuche geklirt, aus denen hervorgeht, daB nach weniger 
schonender Reizung in der Tat unter solchen Bedingungen, 
unter denen die Erholung in Sauerstoff noch zum Wieder- 
aufbau von Phosphokreatin fiihrt, beim Aufenthalt in Wasser- 
stoff keinerlei Resynthese eintritt. 

4, Es wird auf das analoge Verhalten des Lactacidogens 
bei der Erholung gereizter Muskeln unter aeroben und 
anaeroben Bedingungen hingewiesen. 

5. Wenn es wirklich bei der Tiitigkeit zu einer mit starker 
positiver Wairmeténung einhergehenden Spaltung des Phospho- 
kreatins kommt, so wiirde der Wiederaufbau des Phospho- 
kreatins beim nachtriglichen Ausruhen des Muskels unter 
anaeroben Bedingungen ein Beispiel fiir einen anaerob er- 
folgenden intravitalen ProzeB von sehr betriichtlicher Endo- 
thermie sein. 








Untersuchungen 
iiber das Zustandekommen der bésartigen Geschwiilste. 


5. Der Gehalt von normalen und Tumorgeweben an freiem 
Cystein.’) 
Von 
R. Bierich und K. Kalle. 
(Krebsinstitut Hamburg-Eppendorf.) 


—_—_— 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Februar 1928.) 


In der vorhergehenden Arbeit?) stellten wir fest, daB sich 
im unmittelbar fixierten Lebergewebe kein Cystein nachweisen 
laBt, daB dieses aber in ihm nachweisbar wird, sobald zwischen 
Isolierung des Gewebes und seiner Fixierung laingere Zeit ver- 
gangen ist. Das Auftreten von Cystein ergab sich indirekt 
aus dem erhéhten Jodverbrauch, sowie aus der Zunahme des 
Verdiinnungsfaktors der Gewebsextrakte von gealterten gegen- 
iiber frischen Lebern und direkt aus dem Auftreten der Sulli- 
vanreaktion in solchen Extrakten. 

In der vorliegenden Arbeit wird mit Hilfe der Sullivan- 
reaktion gezeigt, daB unter den gleichen aiuBeren Bedingungen 
eine Cysteinanreicherung auch in den iibrigen normalen Ge- 
weben (von Ratten, Kaninchen und Schweinen) und in mensch- 
lichen 'Tumoren zustande kommt (Tab. I u. Tab. Y). 

Kine Ausnahme von dieser Regel bilden Nebenniere und 
Hefe, in denen die Sullivanreaktion iiberhaupt nicht zustande 
kommt, sowie Niere?), die die Sullivanreaktion schon bei un- 
mittelbarer Fixierung gibt. 


1) Diese Zs. Bd. 175, 8S. 115 (1928). 

®) J. W. Thompson u. C. Voegtlin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 70, 
S. 794 (1926). Die Verfasser konnten an Trichloressigsiiurenextrakten 
von Leber, Muskel, Gehirn und Niere keine Sullivanreaktion feststellen. 
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Bei der Nebenniere wird die Sullivanreaktion dadurch ver- 
hindert, daB das Nebennierengewebe eine Substanz enthilt, 
die das Zustandekommen der Sullivanreaktion hemmt (Tab. II). 
Diese Substanz ist nach den in der Tabelle gegebenen Befunden 
offenbar das Adrenalin der Nebenniere. !) 

Wir méchten aber annehmen, daB die Cysteinbildung in 
der Nebenniere ebenso erfolgt, wie bei den iibrigen normalen 
Geweben. 

Hefe dagegen scheint in ihrem Verhalten von dem epi- 
thelialen Gewebe abzuweichen, und zwar dadurch, daB aus 
ihrem léslichen SH-Komplex unter den gewodhnlichen milden 
Bedingungen kein Cystein abgespalten wird. 

Freies Cystein tritt nach Autolyse der Hefe bei 50° C 
auf (Tab. III). Dies besagt aber etwas anderes als das Auf- 
treten von Cystein in den Leberversuchen (vgl. Tab.10 der 
vorigen Arbeit). Denn durch die Autolyse bei 50°C wird — 
wie die im Gegensatz zu den Leberversuchen stark erhéhten 
Jodwerte zeigen — das KiweiB des Hefenriickstandes hydro- 
lytisch zu Aminoséiuren und damit auch zu Cystein aufgespalten. 

Die Untersuchungen zeigten ferner (Tab. I), da& Niere im 
Gegensatz zu den iibrigen Geweben schon von vornherein 
(wenige Minuten nach Tétung des Tieres) eine starke Sullivan- 
reaktion gibt. Die Niere scheint demnach das einzige Organ 





1) Der Korper, auf den wir in Anm. 2, S. 122 der vorigen Arbeit 
hingewiesen haben, ist nicht Adrenalin. Er wurde folgendermaBen nach- 
gewiesen: Die Nebennierenextrakte zeigten mit der Stirkemethode bei 
+19°C einen unverhiltnismiBig hohen Jodverbrauch [vgl. hierzu Blanche- 
tiere und Binet, C. R. soc. de biol. 95, S. 621 (1926)]. Bei —15° C. trat 
der Jodumschlag anstatt bei 60—70°),, bei 35°/, des bei Zimmertempera- 
tur gewonnenen Wertes auf. Dieser Jodumschlag verschwand langsam 
und wurde erst bei 80°), des urspriinglichen Wertes konstant. Wir 
schlossen daraus, daB der Kérper, der den Jodumschlag zwischen den 
Werten 35 und 80°), hervorrief, nicht Glutathion, sondern ein zweiter 
unbekannter Stoft sein muBte, der bei niedriger Temperatur (—15° C.) 
erheblich langsamer mit Jod reagiert als bei Zimmertemperatur. Adre- 
nalin zeigte diese Erscheinung im Gegenversuch nicht [vgl. A.v. Szent- 
Gyérgyi, Biochem. Zs. Bd. 181, 8.433 (1927), der in Nebennieren neben 
Glutathion einen in saurer Lisung Jod verbrauchenden Stoff ,,Cyy“ 
nachwies. | 
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zu sein, das schon unter physiologischen Bedingungen freies 
Cystein enthilt. Hieriiir spricht auch der hohe Verdiinnungs- 
faktor (16,4°/,, Tab. IV), den wir an unmittelbar fixierten 
Nierenextrakten feststellten. 

Von bésartigen Geschwiilsten') wurden bisher 5 Fille 
untersucht (Tab. V). Diese zeigten bei unmittelbarer Fixierung 
und im Zeitversuch dasselbe Verhalten bei der Sullivanreaktion 
wie die yon uns untersuchten normalen Gewebe. 


Zusammenfassung. 


Bei unmittelbarer Fixierung ist die Sullivanreaktion von 
normalen epithelialen und Muskelgeweben negativ, nur im 
Nierengewebe positiv. Die Reaktion wird in allen Geweben 
positiv, wenn sie lingere Zeit an der Luft gealtert sind. 

Eine Ausnahme hiervon ist die Nebenniere, bei der die 
Sullivanreaktion auch am gealterten Gewebe versagt. 

Die bisher untersuchten bésartigen menschlichen Ge- 
schwiilste verhielten sich wie die normalen tierischen Ge- 
webe. 

Bickereihefe gibt unter den gewdéhnlichen Bedingungen 
keine Sullivanreaktion. Nebennierenextrakt enthalt auBer Gluta- 
thion noch eine andere, in saurer Liésung Jod verbrauchende 
Substanz. 


Protokolle. 


Der Cysteingehalt wurde durch Vergleich mit einer Farb- 
leiter bestimmt, deren einzelne Abstufungen 15, 30, 60, 100, 
200, 300, 600 / 1000 000 Cystein entsprachen. Die Farbleiter 
wurde aus Benzoechtscharlach 4BS und Orange G durch Eichung 
gegen reine Cystein-Sullivanproben hergestellt. 

Da die gewonnenen Werte mit dieser Farbleiter nur an- 
niherungsweise bestimmt wurden, sind sie als Vergleichswerte 
zu betrachten. 

Zur Kontrolle der Sullivanproben wurde der Gehalt der 





1 C. Voegtlin u. J. Thompson, Jl. of Biol. Chem. Bd.70, S. 801 
(1926). 
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Gewebsextrakte an SH bei den meisten Versuchen titrimetrisch 


mit n/100-Jod bestimmt. 


Tabelle I, 


Normale Gewebe. 





A. Ratte. 

Organ =. | Farbton 5 age Ba Farbton = 4B 

S$ aS eons a ws 2 

ary ? . 339 “i124 alk socal 
i, Gehirn (Tier 14—16) 9’ <15 0,4 24°) etwa 70 | 0,36 
9. Hers ( , 14~16)] 34° | <15 a o45] 15—30 | — 
3, Hoden ( ,, 10—12)] 31’ <15 0,6 — — — 
, tp». tie = — — 24>] etwa 30 | 0,5 
4, Leber ( ,, 13) 6’ <5 — _ — a 
” ( », 13) 31’ <15 ince eae we ad 
» (, 14—16)} — -— -- 2457) >100 0,72 
5. Lunge ( ,, 14—16)| 26’ <15 — 24°] etwa 40 0,28 
6. Milz ( ,, 10—12)] 50° | <15 _ a ‘an — 
» (5 14—16)] — — — 24"! etwa 70 | 0,5 
7. Muskel( , 10—12)] 46° | <15 0,13 24>) <15 0,12) 
8. Niere ( ,, 1—5) 5—1’|200—300} — — — -- 
~ Le ee 52’ Jetwa 150] 0,4 an ssi — 

B. Kaninchen. 
1. Herz (Tier 2) 26’ <15 0,4 _ — — 
2. Hoden ( ,, 1) 20 <15 _- — — -- 
3. Leber ( ,, 2 19 <15 0,76 |} 245} >100 | 1,04 
4, Lunge ( ,, 2 28 <15 0,12 — — 
5. Niere ( ,, 1) 30 80 = -- — — 
( 5 2) 16 > 100 0,48 24" etwa 150] 0,46 
6. Zunge ( ,, 2) 34 <15 0,48 — — — 
C. Schwein. 

1. Gehirn (Tier 2) 1—2"}| 30—40 0,4 245 > 45 0,35 
2. Herz ( , 2) * <5 0,22 » | etwa 45 0,24 
3. Leber ( ,, 2) : 60 0,56 " , 150 | 0,57 
4. Lunge ( ,, 2) ” <15 — 5 | 30—50 0,31 
5. Milz ( ,, 2) os etwa 40] 0,55 5 | etwa 90] 0,55 
6. Neben-( ,, 1) 6—T"} <15 —- po os — 
niere ( ,, 2) i—2 <15 2.0 : en _ 
(, ® <15 1,8 " <15 1,33 
7. Niere ( ,, 2) J etwa 901 0,33 9 > 100 0,42 
( ” 3) ”7 oF 90 | 0,36 ” — are 
8. Zunge ( ,, 3) . <15 0,16 » | 30—50 | 0,18 
9, Muskel( ,, 4) ts <15 0,18 » | etwa 40] 0,22 













































































1) Werte unterhalb 15 (<15) waren colorimetrisch nicht mehr zu- 
verlissig erfaBbar. 
*) Der SH-Gehalt des Rattenmuskelextraktes ist zu gering um mit 


dem Sullivanreagenz eine Farbreaktion zu geben. 
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Tabelle II. 


Nebenniere. 
Ausbleiben der Sullivanreaktion an Nebennierenextrakt. 


a) 
Extrakt aus 10 g Nebenniere (Schwein), (im Protokoll bezeichnet als NN). 
Cysteinlésung (50 mg-°/, Cysteinchlorid Kahlbaum = 318 / 1000000, im 
Protokoll bezeichnet als Cyst.) 


Es wurden folgende Proben angestellt: 























1cem NN lecem NN 1cem Wasser 
+0,5eem Wasser +0,5 cem Cyst. +0,5 cem Cyst. 
+Sullivanreagenz 4+-Sullivanreagenz + Sullivanreagenz 
Farbton: < 15 | < 15 | etwa 150 


Eine Substanz, die im Nebennierenextrakt vorhanden ist, verhindert 
also das Zustandekommen der Sullivanreaktion. 





b) 
0,5ecm (einer Lésung} 0,5 ecm (einer Lésung 0,5 ccm Wasser 
von 1 ecm NN + von leem NN + 
1,66 cem Wasser) 1,66 eem n/100-Jod 


bis zum Farbum- 
schlag zugesetzt) 











+0,5cem Cyst. +0,5 eem Cyst. +0,5cem Cyst. 
+ Sullivanreagenz + Sullivanreagenz +Sullivanreagenz 
Farbton: etwa 15 | etwa 45 | etwa 150 7 


Der Stoff, der die Sullivanreaktion stért, wird also durch Jod nur 
schwach beeinfluBt. 
¢) 
0,5 cem Adrenalin] 0,5 ecm Adrena-| 0,05ecm Adrenalin |0,5 cem Wasser 
(1 : 1000) lin (1 : 1000) (1: 1000) 
+0,5 eem Wasser | 0,5 ecm Cyst. +0,45 cem Wasser ]+0,5 cem Cyst. 


+0,5cem Cyst. 
+Sullivanreagenz | +-Sullivanreag. | +Sullivanreagenz |-+Sullivanreag. 




















Farbton: <15 etwa 15 etwa 45 etwa 150 
erst stark griin, stark gelber aber gelber 
nach Na,S,O,-Zu- Ton 

satz gelb 


Die Substanz, die im Nebennierenextrakt das Zustandekommen der 
Sullivanreaktion hemmt, diirfte hiernach Adrenalin sein. 
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Tabelle III. 


Sullivanreaktion an Bickereihefe. 




















Salli n/100-J_ | 
‘ , ullivan- f 1 ccm 
B: . au 
Ranaceitiets reaktion | Gewebs- 
| extrakt 
a 1. Hefe 6 Stdn. au ‘canis: Fabrikation <15 
a= « " : <15 0,5 
o a « im (mit KCN reduziert) <15 — 
S: -~» @--@ Tageek.. . 2. es 6 @ ss <15 ~- 
4. ,  8—10 ,, ,, (braun, glasig) . . <15 — 
»  8—10 ,,  ,, (mit KCN reduziert) <15 — 
5. 4, 80 Stdn. alt, ae bei 50° C 
22 Stdmn. .. ; etwa 90 0,95 
, 30 Stdn. alt (mit KON veluiiey : », 90 — 
» 30 ,, 4, autolysiert bei 50° C 
70Stdn. . . . , 70 0,81 
» 30 Stdn, alt (mit KCN nalioniuil ; ae ~~ 


b) Hefe 30 Stdn. alt, wie gewohnlich extrahiert (im Protokoll bezeichnet 
als H.E.). 


Cysteinlésung (50mg-°/, Cysteinchlorid Kahlbaum = 318/1000000 
Cpe, ° im Protokoll bezeichnet als Cyst.) 




















1/,cem H.E. ecem H.E. 1/, ecm Wasser 
+1; ,, Wasser ae » Cyst. +1/, ,, Cyst. 
i: Sullivanreagenz + Sulliv ‘anreagenz- * Sullivanreagenz 
Farbton: <15 | etwa 140 | etwa 140 


Aus den Tabellen ist ersichtlich: a) dab Hefenextrakt kein Cystein 
enthilt, das mit dem Sullivanreagenz eine nachweisbare Farbreaktion 
gibt, und daB nach Autolyse freies Cystein nachweisbar ist; b) daB Hefe 
keinen Stoff enthilt, der die Sullivanreaktion hemmt. 


Tabelle IV. 


Niere. Verdiinnungsfaktor. 


Schwein: 9,44g¢g Niere '/,—1Stde. nach Tétung des Tieres in 
20 cem 10°/,iger Trichloressigsiiure fixiert und noch 3mal mit je 10 cem 
10°/,iger Trichloressigsiure extrahiert. 

Gesamtfiltrat = 52 ccm. 
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a) 25cem des Filtrates verbrauchen . , . . . . 1,86 cem n/100-Jod 
oe " +50cem Wasser verbrauchen 2,18 _ ,, ¥9 


0,32 ccm = 17°, 





Der Verdiinnungsfaktor betrigt also 17 °/,. 

Kaninchen: 21,63 g Kaninchennieren wurden 2—3 Min. nach 
Tétung des Tieres in 20cem 10°/,iger Trichloressigsiure fixiert und 
dann noch 1mal mit 20ecm 10°/,iger Trichloressigsiiure extrahiert. 

Gesamtfiltrat = 45 cem. 


a) 22cem des Filtrates verbrauchten » . + « + 4,02 cem n/100-Jod 


eas » ss +44cem Wasser verbranchten : 4,68 4, " 


0,66 ccm = 16,4 of 





Der Verdiinnungsfaktor betrigt also 16,4°/,. 


Die Sullivanreaktion hierzu (Gewebe koaguliert 13’ nach Tétung 
der Tiere) gab einen Farbleiterwert, entsprechend etwa 150 / 1000000 
Cystein. 

Der Harn der Kaninchen gab keine Sullivanreaktion. 


Tabelle YV. 


Sullivanreaktion an menschlichen Tumoren. 














Sullivan- 
reaktion 
Farbton 
Mamma-Ca (10g = 2,3 cem n/100-J, Stiirkemethode bei 
— 15°C) 
Koagulation des Gewebes 32’ nach der 
ee a Oe ee ee ee <15 


Oe Se se. eee eS Se ee 60—100 
Riieckensarkom (10g = 1,55cem n/100-J, Stirkemethode 


bei — 15° C) 
Koagulation des Gewebes 23’ nach der ceil 
ration . . , <15 
Magen-Ca (10 g = 3,50 ccm n/too. J, ‘‘tieaiitilie bei 
— 15° C) 
Koagulation des Gewebes etwa 22Stdn. nach 
der Operation... i -< : 4 80 
Mamma-Ca (10g=4,3eccem n/100-J, Stirkernethode bei 
— 15° C) 
Koagulation des Gewebes '/,—1 Stde. nach 
ee eee <15 


Mamma-Fibrom 


Koagulation des Gewebes etwa '/, Stde. nach 
Ger Qoemition 6 wk tt <15 








———————— 
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Tabelle VI. 
SH-Titrationen an Nebennieren. 
20 g Nebennieren (Schwein) wurden 1—2 Stdn. nach Toétung der 
Tiere 4 mal mit je 20cem 10°/,iger Trichloressigsiiure extrahiert. Das 
Filtrat wurde in 4 gleiche Teile geteilt. 


Stirkemethode 

+19° C 14/, des Filtrats verbrauchten 14,68 cem n/100-Jod 

-~15°C % , ; ' Si ys yo (1. Umscehl.) 
y } ss MA ,, (Endumschlag). 


Der Farbumschlag kommt bei + 19° C nach Verbrauch von 
14,68 ecm n/100-Jod zustande, bei —15° C bei 5,1 cem, verschwindet 
dann allmiihlich, bis er bei 11,4 cem n/100-Jod endiiltig bestehen bleibt. 








Uber die Identitait des ,,.Kanirins“ mit dem 
Trimethylaminoxyd. 


Von 
F, A. Hoppe-Seyler. 


— 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28, Februar 1928.) 


Aus dem Extrakt japanischer Riesenkrabben isolierten 
U. Suzuki, R. Inouye und K. C. Bharatkar') eine Base, 
die als ,,Kanirin“ bezeichnet wurde, und die auch im Muskel 
des Tai (Pagrus major), einer Brassenart, von U. Suzuki und 
Y. Okuda’) gefunden wurde. 

Aus ihren Analysen berechneten sie fiir die gefundene 
Substanz die Formel C,H,,N,O,, also die eines Isomeren des 
Lysins. Um Lysin selbst konnte es sich nach dem chemischen 
Verhalten des ,,Kanirins“ und den Eigenschaften seiner Salze 
nicht handeln. Die Konstitution der Verbindung wurde bis 
jetzt nicht ermittelt. 

Angaben iiber diese Base finden sich in Hoppe-Seyler- 
Thierfelders Handbuch der physiol. u. pathol.-chem. Analyse.° 
K. Thomas, J. Kapfhammer und B. Flaschentriger‘) 
fiihren sie auBerdem in ihrer Aufzihlung der méglicherweise 
biologisch vorkommenden Lysinisomeren an. 

Die EKigenschaften der beschriebenen Salze wie ihre Zu- 
sammensetzung lassen daran denken, da8 es sich beim ,,Kanirin“ 
um ‘T'rimethylaminoxyd handelte. Nachdem es mir méglich 
war, die schwer zugiinglichen Originalarbeiten Suzukis und 
seiner Mitarbeiter durchzusehen, stelle ich die Griinde, die mir 
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fiir eine Identitit von ,,Kanirin“ und Trimethylaminoxyd zu 
sprechen scheinen, zusammen: 

»Kanirin® fand sich im Tanninfiltrat des wiBrigen Muskel- 
extraktes von Seetieren in der ,,Lysinfraktion“ der durch 
Phosphorwolframsiure gewonnenen Basen und dort gelegentlich 
im Filtrat des Kaliumpikrates. Trimethylaminoxyd findet 
sich an der gleichen Stelle. 

Die Mengen des gefundenen ,,Kanirins“ entsprechen im 
Falle der MRiesenkrabbe etwa denen des bei Seefischen 
gefundenen ‘l'rimethylaminoxyds, bleiben im andern Fall 
niedriger. 

Das ,,Kanirin“ ist optisch inaktiv, ebenso das Trimethyl- 
aminoxyd, 

Vom ,,Kanirin® konnte kein Methylester erhalten werden. 
Das Trimethylaminoxyd li8t sich selbsverstindlich nicht ver- 


estern. 
Chlorid: Des Trimethylaminoxyds. Des ,,Kanirins“. 
Farblose, wenig hygro- Farblose, hygro- 
skopische Prismen, skopische Prismen, 
Smp. 205—207° Smp. 204—207° 
205—210° (Suwa) 
Gef. bei ,,Kanirin“ 31,96°/,C 9,38°/, H 12,6°, N 31,28%, Cl 


Ber. f. Trimethylamino- 
oxyd-Chlorid 
C,H,NOHCI1 32,27 9,03 12,56 31,79 
Ber. f. ,,.Kanirin“- 


Chlorid C,H,,N,O,- 


2HCl 32,90 7,30 12,70 32.4 
Platinat: Des Trimethylaminoxyds. Des ,,Kanirins“. 
Rotbraune Prismen, Soll 1 Mol. H,O bei 
Smp. 214° (Suwa), 100° abgeben. 


», 245—247° (Hentze) Rotbraune Prismen, 
Smp. 227 u. 229° 


Gef, bei , Kanirin’ in ae 34,90, 35,02 Oo} Pt 
Ber. fiir 
(C,H,NO),H, PtCl, or ia 
(C;H,,N,O,),H, PtCl, —_— eee 35,0 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXY, 20 


a es 
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Pikrat: Des Trimethylaminoxyds. Des ,,Kanirins“. 
In Wasser schwer liésliche In Wasser schwer 
Prismen, hellgelb, lésliche hellgelbe 
Smp. 198° Prismen, Smp. 188 
Gef. bei ,,Kanirin“ 85,45°/, C 4,25°/, H 18,89°/, N 
34,41 4.58 18,57 


Ber. f. Trimethylamin- 
oxyd-Pikrat 
C,H,NO- 
O.,H,(N,O0,),0H 35,52 3,98 18,43 
Ber. f. ,,.Kanirin‘- 
Pikrat C,H,,N,0,: 
C,H,(N,O,),0H 35,76 3,31 i8,54 


Andere Eigenschaften, Salze oder Fillungsreaktionen ihrer 
Verbindung werden von Suzuki und seinen Mitarbeitern nicht 
angefiihrt. Vor allem die Analysenwerte und der Schmelz- 
punkt des Chlorides sprechen entschieden fiir die Identitiit des 
,Kanirins’ mit dem Trimethylaminoxyd. Merkwiirdig bleibt, 
daB das charakteristische, allerdings hygroskopische Goldsalz 
nicht beschrieben wurde, und dai den Untersuchern des 
,Kanirin“-Platinates nicht der Geruch nach Trimethylamin 
beim Gliihen aufgefallen ist. 

Das Trimethylaminoxyd wurde zuerst von Suwa) 1909 
im Laboratorium Kutschers im Dornhaiextrakt, 1915 von 
Hentze®) im Tintenfisch und 1926 von Poller und Linne- 
weh*) im Heringsextrakt gefunden. Herr Werner Schmidt 
und ich‘) konnten zeigen, dab es bei Seefischen im Gegensatz 
zu FluBfischen haufig, wahrscheinlich sogar regelmiiBig vor- 
kommt; wir verfolgten weiterhin den Zusammenhang zwischen 
der Bildung von Trimethylamin und Trimethylaminoxyd bei 
Fischen.°) 

Schon nach dem Ergebnis der Henzeschen Untersuchung 
(Isoherung von Trimethylaminoxyd bei einem Cephalopoden), 
war mit dem Vorkommen dieser Verbindung bei niederen 
Seetieren zu rechnen. Die Befunde Suzukis und seiner Mit- 
arbeiter weisen weiter in diese Richtung. 

Da der Nachweis der Base in Krebstieren fiir die Beant- 
wortung der Frage nach ihrer Herkunft in den Seefischen von 
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Bedeutung sein kénnte, haben wir nach dem von uns bereits be- 
schriebenem Verfahren kiiuflichen Nordseekrabbenextrakt unter- 
sucht. Wir erhielten dabei kein Trimethylaminoxyd. AuBer- 
dem untersuchten wir gréBere Mengen des gleichen Extraktes 
nach einer anderen Methode, iiber die wir in niichster Zeit be- 
richten werden, und nach der es leicht gelingt, auch gevinge 
Mengen ‘Trimethylaminoxyds nachzuweisen. Auch diesmal 
landen wir nichts von dieser Verbindung, ebenso schon 1907 
D. Ackermann und Fr. Kutscher?!) bei ihrer ausfiihrlichen 
Untersuchung der basischen Bestandteile des Nordseekrabben- 
extraltes, 

Mit den Ergebnissen der letztgenannten Autoren vergleicht 
Suzuki die seinen und glaubt, daB die Verschiedenheit der 
Befunde, die unter anderem im Fehlen des ,,Kanirins“ (oder 
‘l'rimethylaminoxyds) bei der Nordseekrabbe besteht, ,der Ver- 
schiedenheit der untersuchten Krabbenart, deren verschiedenen 
Alter und anderen Bedingungen zuzuschreiben ist“. Das ist um so 
wahrscheinlicher, als es sich bei der sogenannten Nordseekrabbe 
tatsiichlich ja um eine Garnelenart (Crangon vulgaris) handelt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft méchte ich 
auch an dieser Stelle fiir die Unterstiitzung meiner Arbeit danken. 
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Chloraurate von Nucleinbasen. 


Von 


F. A. Hoppe-Seyler und Werner Schmidt. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg). 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Marz 1928.) 


C. Wulf!) beschrieb als erster ausfihrlich ein Goldsalz 
des Adenins C,H, N,(HCl), AuCl, + H,O. Spiter teilten M. Kriiger 
und G. Salomon?) mit, daB neben diesem Goldsalz unter 
anderen Bedingungen (Fallung aus konzentrierter salzsaurer 
Lésung) wahrscheinlich eine Verbindung von der normalen 
Zusammensetzung C,H,N,HCIAuCl, + xH,O erhalten wird. In 
den letzten Jahren machten dann F. Holtz und H. Miller?) 
Angaben iiber ein drittes Chloraurat des Adenins, dem die 
Formel C,H,N,(HCIAuCI,), zukam. Dieses verwandelt sich 
bei mehrmaligem Umkrystallisieren aus konzentrierter Salzsiure 
in das von Wulf beschriebene irreguliire Salz. 

Allgemein gilt das Adenin als die einzige Nucleinbase, 
die krystallisierende und bestiindige Goldsalze bildet; es werden 
diese Verbindungen geradezu zum qualitativen Nachweis und 
zur Identifizierung des Adenins empfohlen. So in Abder- 
haldens Biochemischem Handlexikon*) unter Adeninchloraurat: 
,Typisches’ Unterscheidungsmerkmal gegeniiber anderen Purin- 
basen, die kein krystallinisches Goldsalz liefern“, und im 
Handbuch yon Hoppe-Seyler-Thierfelder®) unter Adenin- 
goldchlorid: ,,Dieser Niederschlag ist zur Erkennung, auch zur 
mikroskopischen, gut geeignet, weil die anderen Nucleinbasen 
keine derartigen krystallinischen Goldverbindungen geben“. 

Wir waren daher iiberrascht, als wir bei der Untersuchung 
einiger Krystallfraktionen, die bei Verarbeitung von Fischmuskel- 


_ i 
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extrakten gewonnen waren®), und die fast ausschlieBlich aus 
Purinbasen zu bestehen schienen (verunreinigt vor allem mit 
etwas Kalium-, Natrium- und Ammoniumchlorid), schén 
krystallisierende Goldsalze erhielten, die entgegen unserer 
ersten Annahme, es handle sich um das Kriiger-Salomonsche 
regulire Adeningold, iiberhaupt kein Adenin enthielten, sondern 
ein regulires Goldsalz des Hypoxanthins darstellten, 


I. Hypoxanthinchloraurat C,H,N,0(HCl)AuC1,. 


Wir erhielten diese Verbindung, indem wir das unreine 
Hypoxanthin in warmer verdiinnter Salzsiure listen und in 
Gegenwart von freier Salzsiure mit iiberschiissiger Goldchlorid- 
chlorwasserstoffsiiure versetzten. Beim Erkalten schied sich 
nach einiger Zeit das Goldsalz in groBen gliinzenden, rotgelben, 
derben Prismen ab. Das Salz wurde nach mehreren Stunden 
abfiltriert, mindestens einmal aus verdiinnter Salzsiiure um- 
krystallisiert und getrocknet. Auf diese Weise erhielten wir 
mit drei Praiparaten von Hypoxanthin verschiedener Herkunft 
und schlieBlich mit Hypoxanthin EK. Merck, von dessen Reinheit 
wir uns durch Stickstoffbestimmung iiberzeugten, ohne Schwierig- 
keit die gleiche Verbindung. Sie ist in kalter verdiinnter Salz- 
siure schwer, in warmer leicht léslich, und liBt sich auch in 
sehr verdiinnter Salzsiure beliebig oft umkrystallisieren, ohne 
zersetzt zu werden. Das Salz enthilt kein Krystallwasser. 

1. Salz aus unreinem Hypoxanthin (Kabeljau). 


Schmelzp. 237° unscharf unter Zersetzung. 
8,140 mg Substanz gaben 3,355 mg Au. 





7,845 mg - » 38,270 mg Au. f 
7,815 mg ™ » 09,7987 cem N (20°, 745 mm). 
0,1126 mg 3 »,  0,0526 g CO,, 0,018 g H,0O. 
C;H,N,O(HCl)AuCl, i 
Ber. Au 41,42 °/, N 11,77, C 12,60 °/, H 1,06 °/, 
Gef. ,, 41,22, 41,68  ,, 11,67 12,74 , 1,79 


he 


2. Salz aus unreinem Hypoxanthin (Scholle). 
Schmelzp, 240—242° unter Zersetzung. 
6,795 mg Substanz gaben 2,800 mg Au. 
6,810 mg - 5, 2,800 mg Au. 
12,965 mg __is,, »,  1,83182 eem N (21°, 753 mm). 
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C,H,N,O(HC))AuCl, Ber. Au 41,42 9°, m 21,77 °, 
Gef. ,, 41,21, 41,11 ,, 11,65. 
Das gleiche Salz, noch einmal aus verdiinnter Salzsiiure um- 
krystallisiert. 
Schmelzp. 240—242° unter Zersetzung. 
8,030 mg Substanz gaben 3,320 mg Au. 


9,575 mg Pa » 0,999 cem N (23°, 745 mm). 
C,;H,N,O(HC)AuCl, Ber. Au 41,42 °/, m 42,77 *. 
Gef. ,, 41,47 , 11,8. 


3. Salz aus unreinem Hypoxanthin (Rotbarsch). 
Schmelzp. 240—242° unter Zersetzung. 
13,020 mg Substanz gaben 5,375 mg Au. 


9,335 mg - », 8,850 mg Au. 
13,000 mg m » 1,825 cem N (23°, 751 mm). 
C;H,N,O(HCI)AuC}, Ber. Au 41,42 °/, N 11,77 %, 


Gef. ,, 41,28, 41,24 9 11,61. 
4. Salz aus reinem Hypoxanthin (Merck). 
Schmelzp. 240—242° unter Zersetzung. 
7,430 mg Substanz gaben 3,085 mg Au. 


7,195 mg ‘a » 2,955 mg Au. 
C,H,N,O(HC))AuCl, Ber. Au 41,42 °), 


Gef. ,, 41,52, 41,07. 
Das gleiche Salz noch zweimal aus verdiinnter Salzsiiure um- 
krystallisiert: 
8,575 mg Substanz gaben 3,555 mg Au. 


7,365 mg ‘ » 98,065 mg Au. 
13,300 mg és .  1,2985 cem N (18°, 753 mm). 
0,108 ¢ . .. 00,0511 g CO, und 0,0122 ¢ H,0. 
C,H,N,O(HCI)AuCI, 
Ber. Au 41,429), N 11,77 °%, C 12,60°,  H 1,06 °%, 
Gef. ,, 41,46, 41,62 ., 11,85 , 12,91 » 1,26. 


II. Hypoxanthinchloraurat C.H,N,O(HCl),AnuCl.. 

List man Hypoxanthin in heifer konzentrierter Salzsiure 
und versetzt mit Goldchloridchlorwasserstofisiiure, so erhiit 
man gelegentlich ein irreguliires Goldsalz von der oben an- 
gegebenen Formel. Regelmibig erhielten wir diese Verbindung, 
wenn wir das reguliire Goldsalz in heiBer konzentrierter Salz- 
siure mit wenigen Tropfen heiBen Wassers lésten und die 
Lisung mit Salzsiiuregas siittigten. Dies Salz krystallisiert in 
kiirzeren, hellgelben Prismen ohne Krystallwasser. Beim Um- 
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krystallisieren aus verdiinnter Salzsiure geht es allmiahlich 
wieder in das reguliire Salz iiber. 
1. Irreguliires Goldsalz aus dem reguliiren Hypoxanthinchloraurat 4. 
Schmelzp. 259—262° unter Zersetzung. 
4,265 mg Substanz gaben 1,655 mg Au. 


8,040 mg f » 8,120 mg Au. 
C.H,N,O(HC),AuCl, Ber. Au 88,48 °/, Gef. Au 38,80, 38,81 


Das gleiche Salz noch einmal umgefiilt: 


6,525 mg Substanz gaben 2,520 mg Au. 


8,510 mg ‘i . 0,833 com N (18°, 753 mm), 
6,992 mg mn : 0.6684 cem N (19°, 753 mm). 
0,1124 g . »  0,0495 g CO, und 0,0134 g H,O. 
C.H,N,O(HCl),AuCl, 
Ber. Au 38,48 °/, N 10,94 °, C 11,71° H 1,18 
Gef. ,, 38,62 ,, 11,88, 11,07 , 12,01 , 1,33. 


2. Irregulires Goldsalz aus regulirem Hypoxanthinchloraurat 3. 
Schmelzp. 255—260° unter Zersetzung. 
9,735 mg Substanz gaben 3,775 mg Au. 


5,585 mg ‘3 » 2,150 mg Au. 
C.H,N,O(HCl), AuCl, Ber. Au 38,48 °/ Gef. 38,78, 38,50 °),. | 
Das gleiche Salz einmal aus verdtinnter Salzsiiure umkrystallisiert: 


8,532 mg Substanz gaben 3,442 mg Au. 
8,320 mg ‘ » 8,345 mg Au. 


Gefunden Au 40,34 und 40,21 °/,. 


Das gleiche Salz noch einmal aus verdiinnter Salzsiure um- 
krystallisiert: 
10,700 mg Substanz gaben 4,460 mg Au. 


Gefunden Au 41,68 °),. 





Das gleiche Salz zum dritten Male aus verdiinnter Salzsiure um- 
krystallisiert: 

Schmelzp. 240—242° unter Zersetzung. 

9,978 mg Substanz gaben 4,158 mg Au. 





12,255 mg " » 9,025 mg Au. 
9,030 mg a » 0,9506 eem N (20°, 745 mm). 
0,1482 ¢g " , 0,0693 g CO, und 0,0174 g H,O. 
C,H,N,O.HC)AuC), 
Ber. Au 41,42°/, N 11,77°/, C 12,6° H 1,06 | 
Gef. ,, 41,67, 41,36  ,, 12,0 12,75 ae 


Durch mehrmaliges Umkrystallisieren aus verdiinnter Salzsiiure 


wurde also das reguliire Salz zuriickgewonnen. 
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Mit Wasser gekocht, zersetzen sich die Goldsalze des 
Hypoxanthins rasch. Man erhalt schwer lésliche Gemische von 
freiem Hypoxanthin und reduziertem Gold, zunichst noch mit 
Beimengungen von Goldsalz. 

Kin Salz von der Formel C,H,N,O(HC1AuCI,), haben wir 


nicht erhalten. 


III. Guaninchloraurat C,H.N.0(HCl),AuCl.. 


Nachdem feststand, daB das Hypoxanthin bestiindige Salze 
mit Goldchloridchlorwasserstofisiure bildet, war anzunehmen, 
daB auch vom Guanin entsprechende Verbindungen zu er- 
halten seien. 


Tatsiichlich kann man ein Guaningoldsalz von der oben 
angegebenen Formel darstellen, wenn man Guanin in heifer, 
ziemlich konzentrierter Salzsiiure gerade list, mit einem Uber- 
schuf8 von Goldchloridchlorwasserstoffsiure versetzt und diese 
Lésung langsam einengt. Dies Chloraurat ist aber schon in 
der Kialte ziemlich leicht loslich, so daB die Ausbeuten schlecht 
und die Verluste beim Umkrystallisieren in verdiinnter Salz- 
siure groB sind. Eine Zersetzung tritt beim Umkrystallisieren 
nicht ein. Die Verbindung krystallisiert in zarten, sehr blaB- 
gelben, glitzernden Platten, die sehr weich und diinn sind und 
auf dem Filter zu einem Filz zusammensinken. Sie enthilt 
kein Krystallwasser. 

Kin derartiges Goldsalz, einmal aus verdiinnter Salzsiiure um- 
krystallisiert und getrocknet, verkohlte, ohne zu schmelzen, unscharf bei 
235—240° C. 

7,545 mg Substanz gaben 2,785 mg Au. 

7,995 mg m » 2,945 mg Au. 

C;H;N,0(HC),AuCl, Ber. Au 87,3 °%, 
Gef. ,, 36,91, 36,84. 

Das gleiche Salz noch einmal aus verdiinnter Salzsiiure umkrystalli- 

siert; Zersetzungspunkt unscharf, 240°. 


7,368 mg Substanz gaben 2,765 mg Au. 


7,140 mg “ 5 2,650 mg Au. 
7,090 mg " »  0,8183 eem N (18°, 760 mm). 
0,1076 g be 00,0456 g CO, und 0,0126 g H,0O. 
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C,H.N,O(HCI,) AuCl, 
Ber. Au 87,38 %/, N 13,28%,. © 11,87%, H 1,38 °/,. 
Gef. ., 37,53, 37,12 18,54 ., 11,56 ~ 
Regulire Goldsalze des Guanins haben wir in reiner Form 
nicht erhalten. Sie scheinen auBerordentlich leicht léslich und 
zersetzlich zu sein. 


IV. Xanthinchloraurat. 


Auch das Xanthin fallt unter ahnlichen Bedingungen wie 
das Guanin mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure. Das Goldsalz 
ist leicht léslich und noch weniger gut zu erhalten als das 
des Guanins. Beim Umkrystallisieren zerfaillt es sowohl in 
konzentrierter wie in verdiinnter Salzsiure rasch. Es gelang 
uns aus diesem Grunde nicht, ein Goldsalz von konstanter 
Zusammensetzung zu erhalten und zu analysieren. Die er- 
haltenen Goldwerte lagen zwischen 38 und 36 °/,. 

Die Fiahigkeit, mit Goldchloridchlorwasserstofisiure be- 
stindige Verbindungen einzugehen nimmt also, wie zu erwarten 
war, vom Adenin iiber Guanin und Hypoxanthin zu Xanthin ab. 


Zusammenfassung. 


Ebenso wie das Adenin bilden das Guanin und das Hypo- 
xanthin bestindige krystallinische Goldsalze. Vor allem das 
schwer lésliche reguliire Hypoxanthingoldsalz ist leicht zu er- 
halten. 

Die Erkennung von Adenin neben anderen Nucleinbasen 
als Goldsalz wird daher unter Umstiinden schwierig und ohne 
Analyse der erhaltenen Verbindungen stets unsicher sein. 

Das Guaninchloraurat lift sich auf Grund der Leicht- 
lislichkeit und der besonderen Form seiner Krystalle von 
Adeninchloraurat unterscheiden. Beachtenswert ist jedoch, 
daB es sich in seiner Zusammensetzung C,H,N,O(HCI)),AuCl, 
nur durch ein weniger von 2 H yom Adeninchloraurat 
C;H,N,(HCl),AuCl, + H,O unterscheidet. 

Das regulire Hypoxanthingold kann fiir die Erkennung 
von Hypoxanthin von Nutzen sein. Dabei kann auch das 
charakteristische Abfallen des Goldwertes um fast 3°), bei 
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Uberfiihrung in das irreguliire Salz verwertet werden, das 
leicht auch bei Verwendung kleiner Mengen des reguliren 
Goldsalzes in der oben angegebenen Weise dargestellt werden 
kann. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft verdanken 
wir die Mittel zur Durchfiihrung dieser Arbeit. 
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Von 


B. Helferich und H. Sieber. 


(Aus dem Chemischex Institut der Universitit Greifswa 


(lTyar Pedakti Niwegvan as 19 Vitty 409C¢ 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Marz | 


/ 


In der ersten Mitteilung') wurde eine Methode zur Dar- 
stellung von «,9-Diacyl-glycerin und von j-Acylgl 


lycerl 
schrieben und mit einigen ganz einfachen Beispielen belest. 
Aber es war damals nur gelungen, den Nachweis fiir die 
Existenz des $-Benzoyl-glycerins zu fiithren, dagegen nicht die 
Substanz rein zu isolieren. In der vorliegenden Arbeit ist 
diese Liicke ausgefiillt. Es gelang, das #-p-Nitrobenzoy!- 
slycerin (II) aus dem @,«’-Ditrityl-?-p-nitrobenzoyl-glycerin (J 
in krystallisierter reiner Form zu gewinnen. Der Beweis fii 
die 3-Stellung der Acylgruppe erfolgte durch glatte Uberfiihrung 
in das bekannte «,e’-Di benzoyl-3-p-nitrobenzoyl-glycerin 2). das 
sich von seinem Isomeren, dem é,,3-Dibenzoyl-«’-p-nitrobenzoyl- 
glycerin®), sehr stark durch seinen Schmelzpunkt unterscheidet 


~ 


Damit ist die Darstellung eines 3-Acylglycerins siiumeliied 


Wir halten die Ubertragung der Reaktionsfolge auf die 





Acylglycerine der héheren Fettsiuren fiir méglich. Eine erste 


1) I. siche Diese Zs. Bd. 170, 8. 31 (1927) 
2) M. Bergmann, E. Brand und F. Dreyer, Chem. Ber. Bd. 54, 
S. sha (1921). 
) BE. Fischer, M. Bergmann und H. Baerwind, Chem. Ber. 
Bd. 53, S. 1597 (1920). 


b] 
4) A. Fairbourne und G. EF. Foster, Jl. chem, Soe. 1926, 8S. 3149. 











312 B. Helferich und H. Sieber, 


Stufe dazu, das «,«¢’-Ditrityl-f-palmityl-glycerin, sei in dieser 
Arbeit noch beschrieben. 


O 
OC(C,H;), OC-C;H,NO, — 
| 











I | 
CH, --——CH CH, 
O 
OH OC C,H,NO, OH 
i | | | 

O O O 

OC ° C,H; OC . C,H,NO, OC ° C,H; 
I | | | 

a CH, 





a,e’-Ditrityl-glycerin. 

210 g Tritylchlorid (2 Mol.) werden in 450 ccm trocknem 
Pyridin gelést und nach Zugabe von 35 g (1 Mol.) reinem, am 
besten frisch destilliertem Glycerin eine Stunde auf dem 
Wasserbade unter Ausschlu8 von Feuchtigkeit erhitzt. Das 
Reaktionsprodukt wird nach dem Erkalten in etwa 2 1 Wasser 
unter Umriihren eingegossen. Der dabei ausfallende Sirup 
wird durch Kneten unter mehrfach gewechseltem Wasser fest. 
Nach dem Trocknen an der Luft wird die Substanz zur Reinigung 
aus Aceton umkrystallisiert. (Kin Gewichtsteil aus etwa 7 Volum- 
teilen.) Die Substanz schmilzt dann bei 174—176° (korr,). 
Durch EingieBen der Mutterlauge in Wasser und erneutes Um- 
krystallisieren des dabei entstandenen Niederschlages wird eine 
weitere Portion der Verbindung gewonnen. Die Gesamtausbeute 
betrigt etwa 150 g. | 

0,0949 g Substanz gaben 0,2976 g CO,, 0,0530 g H,O. 

C,,H3.05 (576,5) Ber. C 85,38 °/, H 6,29 /, 
Gef. ,, 85,52 » 6,25. 

Die Léslichkeiten der Substanz sind die seinerzeit an- 

gegebenen. 


d,a'- Ditrityl-@-(p-nitrobenzyl)-glycerin. I. 
Kine Lésung von 37 g Ditrityl-glycerin in 150 cem trocknem 
Pyridin werden zu einer eisgekihlten Mischung von 17 g p- 
Nitrobenzoylchlorid (etwa 1,5 Mol.) mit 100 ccm  trocknem 


— 


EE 
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Pyridin — unbekiimmert um den in dieser Mischung vor- 
handenen Niederschlag von Siurechlorid-Pyridin-Additions- 
verbindung -— langsam unter Schiitteln zugetropft. Das 


Reaktionsgemisch wird 2 Tage lang bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt, dann durch Zugabe von wenig Wasser, unter 
Kihlung von auBen mit Eis, das iiberschiissige Siurechlorid 
zersetzt, danach die ganze Lisung mit 300 ccm Ather auf- 
genommen und im Scheidetrichter nacheinander mit kalt ge- 
sittigter Kaliumbisulfatlosung (zur Entfernung des Pyridins), 
mit Natriumbicarbonatlésung (zur Entfernung der p-Nitro- 
benzoesiure) gewaschen und mit Natriumsuifat getrocknet. Der 
nach dem Verdampfen des Athers (unter yerm. Druck bei Zimmer- 
temperatur) zuriickbleibende Sirup wird in etwa 1'/, Teilen 
Chloroform gelést und diese Liésung mit etwa 7 Volumteilen 
Petrolither langsam versetzt. Dabei krystallisiert das 9-Nitro- 
benzoyl-ditrityl-glycerin in viereckigen, auBerlich wiirfelférmigen 
farblosen Krystallen aus. Nach nochmaligem Umkrystallisieren 
ist die Substanz rein. Ausbeute an diesem reinen Produkt 
28g. Die Substanz schmilzt bei 188° (korr.). 
0,1430 g Substanz gaben 0,4168 g CO,, 0,0707 g H,O. 


ae en 


0,2502 g - 5 4,5 cem N, (17°, 763 mm). 
C,,Hgo0,N (725,31) Ber. © 79,41°), H5,42%,  N 1,93°%, 
Gef. ., 79,49 » 3,53 4» 2,12. 


Die Substanz ist leicht léslich in Chloroform, Benzol, 
Essigester, schwerer in Ather und Alkohol, so gut wie un- 
léslich in Petrolither und Wasser. 





6-p-Nitrobenzoyl-glycerin. II. 

50 g f-Nitrobenzoyl-ditrityl-glycerin werden fein zerrieben 
in 150 cem Kisessig aufgeschlammt und mit 25 ccm einer bei 
0° gesittigten Lésung von Bromwasserstoff in Eisessig in ge- 
schlossener Stépselflasche 1/, Stunde auf der Maschine ge- 
schiittelt. Nach Abkiihlen in Eiswasser wird vom Ungelisten 
abfiltriert (Riickstand 45 g) und im Filtrat durch Zugabe von 
250 ccm Petroliither das p-Nitrobenzoyl-glycerin als Sirup 
gefallt. Der Sirup wird in 250 ccm Ather aufgenommen, 
diese Lésung mit 200 ccm Wasser, dann mit ebensoviel 
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Natriumbicarbonatlésung gewaschen, mit Natriumsulfat ge- 
trocknet und der Ather unter vermindertem Druck bei Zimmer- 
temperatur abdestilliert. Der Riickstand wird zur Entfernung 
letzter Reste von Essigsiure und Ather im Exsiccator iiber 
Natronkalk getrocknet, mit etwa 5 Teilen Essigester auf- 
genommen und vorsichtig mit Petrolither (etwa 10 Teile) bis 
zur ‘T'riibung versetzt. Nach einiger Zeit krystallisiert die 
neue Verbindung in einer Ausbeute von 3,4 g in zu Sternen 
vereinigten spitzen Nadeln aus. 

Zur volligen Reinigung wurden 0,9 g in 5 ccm Kssigester 
celést und diese Lésung mit 10,5 ccm Petrolither versetzt. 

Die reine Substanz schmilzt bei 120—121° (korr.). Beim 
Aufbewahren der Substanz findert sich der Schmelzpunkt. Nach 
etwa 8 Wochen war er schon um fast einen Grad gesunken. 
In ihren Léslichkeiten, gleicht die Substanz der «-Verbindung. 

0,0958 g Substanz gaben 0,1746 g CO,, 0,0400 g H,O. 


0,1496 g ms » 1,4 eem N, (11°, 749 mm). 
C,,H,,O,N (241,09) Ber. C 49,77°/, HH 4,60°/, N 5,81°%, 
Gef. ,, 49,70 , 4,67 3,86. 


a,a-Dibenzoyl-8-p-nitrobenzoyl-glycerin. IIL. 

0,75 g P-Nitrobenzoyl-glycerin werden in 15 ccm trocknem 
Pyridin gelést und diese Lisung unter Eiskiihlung mit einer 
Lésung von 1g Benzoylchlorid in 5 ccm Pyridin versetzt. 
Nach 48 stiindigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur wird 
das iiberschiissige Siurechlorid durch Zusatz von etwas reinem 
Kis zersetzt, die Lésung mit Ather aufgenommen, diese Lisung 
nacheinander mit Kaliumbisulfatlésung, Natriumbicarbonatlésung 
und Wasser gewaschen, und der Ather nach dem Trocknen 
mit Natriumsulfat unter vermindertem Druck bei Zimmer- 
temperatur verdampft. Der zuriickbleibende Sirup wird durch 
Lésen in 11 ccm Kssigester und Fallen mit 50 ccm Petrol- 
iither krystallisiert erhalten. Die Ausbeute an reinem, bei 89° 
schmelzendem Material betrigt 1,2 g, d.185,7°/, d. Th. 

0,1314 g Substanz gaben 0,3106 g CO,, 0,0480 g H,0. 


0,1842 g os » 5,0 ecm N, (21°, 764 mm), 
C,,H,,O,N (449,29) Ber. C 64,12 °/, H 4,26 °/, N 3,12 °/, 
Gef. ., 64,46 » 4,09 « at 
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In ihren Eigenschaiten stimmt die Substanz mit den yon 
Bergmann angegebenen iiberein. 


¢,é-Ditrityl-f-palmityl-glycerin. 

Zu einer Lisung von 46g Ditrityl-glycerin in 100 ccm 
trocknem Pyridin li8t man unter Eiskiihlung eine Lésung von 
25g Palmitylchlorid in 100 ccm trocknem Chloroform zutropfen. 
Nach dreitigigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur wird 
zur Zerstérung des iiberschiissigen Palmitylchlorids etwas 
Wasser zugegeben, dann nach Zusatz von 50 cem Chloroform 
je zweimal mit Wasser, mit Kaliumbisulfatlésung und mit 
Kaliumbicarbonatlésung gewaschen und die Chloroformlésung 
nach dem Trocknen mit Natriumsulfat zur Trockne verdampft 
unter verm. Druck). Der zuriickbleibende Sirup — etwa 65 g — 
wird in 50 com warmem Aceton gelést, mit Tierkohle entfarbt 
und das Filtrat nach und nach mit 150 cem abs. Alkohol 
versetzt. Hs krystallisiert die Palmitylverbindung in einer 
Ausbeute von etwa 43 ¢ als weiBe Krystallmasse aus. Durch 
mehrmaliges Umkrystallisieren aus Aceton-Alkohol oder aus 
Alkohol allein wird sie véllig gereinigt. Sie schmilzt bei 70 
bis 72° (korr.). Sie ist leicht léslich in Aceton, Essigester, 
Chloroform, schwerer in Alkohol, so gut wie unléslich in 
Wasser. 


0,1286 g Substanz gaben 0,3934 g¢ CO,, 0.0934 g H,O. 
C57H,470,4 (815,54) Ber. C 83,87°,, H 8,28 ° 
Xef. ., 83,43 , mais. 


J 











Uber die Aldehydmutation von Essigbakterien. 
Von 


Karl Myrbiick, H. v. Euler und Erik Sandberg. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm und der bakteriologiscien 
Abteilueg der Centralanstalt fiir das landwirtschaftliche Versuchswesen, Experimentalfiiltet. 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Mirz 1928.) 


In unseren Arbeiten itiber die Co-Zymase (Co-Enzym der 
alkoholischen Giirung) haben wir unter anderem danach ge- 
strebt, die Aufgabe der Co-Zymase in der Giarung, d.h, die 
Teilreaktion festzustellen, in welche die Co-Zymase spezifisch ein- 
greift. Ks bedeutete einen Fortschritt, wenn wir zeigen konnten '), 
daB schon eine so friih im Girungsschema liegende Reaktion, 
wie die mit der Girung verkniipfte Bildung der Hexose-di- 
Phosphorsaiure von der Anwesenheit der Co-Zymase bedingt ist. 
Obgleich wir schon damals betonten, daB unsere Feststellung 
entweder bedeutet, dab die Co-Zymase diese Phosphorylierung 
direkt aktiviert, oder daB ihre Wirkung an irgendeine vor der 
Phosphorylierung (womit damals die Bildung des Hexose-di- 
Phosphates gemeint war) liegende Reaktion gebunden ist, wurde 
manchmal in der Literatur als festgestellt angegeben, dab ‘die 
Co-Zymase schlechthin eine Co-Phosphatese ist. 

Nachdem aber durch umfassende Voruntersuchungen gezeigt 
war, daB gewisse einfachere, enzymatische Wirkungen der Hefe 
an die Gegenwart von Co-Enzymen unbedingt gebunden sind”, 
konnten Euler, Myrbick und Nilsson zeigen, daB die en- 
zymatische Cannizzaroreaktion und die enzymatische 
Oxydoreduktion (Methylenblaureduktion) der Hefe nur in 
Gegenwart der Co-Zymase stattfinden, daB also die bisher nur 
als das eigentliche Girungs-Co-Enzym bekannte Co-Zymase ge- 
wisse einfachere Reaktionen, die als Teilreaktionen der Girung 


') Euler und Myrbiick, Diese Zs. Bd. 189, S. 15 (1924). 
*) Myrbiick und Jacobi, Diese Zs. 161, 8. 245 (1926); Euler und 
Nilsson, Diese Zs. Bd. 162, S. 72 (1927). 
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allgemein anerkannt sind, erméglicht. Nach dieser Feststellung, 
die dann mehrfach bestitigt wurde, gab sich natiirlich die 
Frage von selbst, ob nicht allen drei oben erwihnten von der 
Co-Zymase aktivierten Reaktionen eine Stufe gemeinsam sei, 
in welcher die Co-Zymase ihre Wirkung entfaltet. Unter den 
drei erwihnten Reaktionen ist ja die Aldehydmutation ohne 
Zweifel die einfachste. Es wurde daher die Arbeitshypothese 
entwickelt, daB die von der Co-Zymase aktivierte Teilreaktion 
der Girung und der Oxydoreduktion eine enzymatische Can- 
nizzaroreaktion ist.?) 

Um diese Hypothese zu stiitzen war es natiirlich vor allem 
notwendig zu untersuchen, ob bei anderen Enzymmaterialien 
als Hefe die enzymatische Aldehydmutation an die Anwesen- 
heit der Co-Zymase unbedingt gebunden ist. Kuler, Myr- 
bick und Nilsson?) zeigten zuerst, daB die getrockneten Milch- 
siiurebakterien (B. Casei ¢) bei Waschen mit Wasser ihre Mutase- 
wirkung verloren, sie aber nach Zusatz von Hefen-Co-Zymase 
wieder gewannen. Es wurde weiter gezeigt*), daB Lebersiifte, 
die durch Dialyse oder nur langeres Aufbewahren alle Wirkung 
gegeniiber Acetaldehyd eingebiBt hatten, nach Zusatz von 
Hefen-Co-Zymase die urspriingliche starke Mutationswirkung 
ausiibten. SchlieBlich wurde gefunden, da die zwar schwache 
aber doch gut mefbare Mutasewirkung der Gewebe hoéherer 
Pflanzen (Malzkeimlinge®*) u. dgl.) ebenfalls von der Hefen-Co- 
Zymase aktiviert wird. Wir kénnen also mit grofer Wahr- 4 
scheinlichkeit behaupten, daB die Aldehydmutase iiberall nur 
in Anwesesheit der Co-Zymase wirksam ist. 

Nun wissen wir nach den Untersuchungen von Neuberg t 
und Windisch‘), daB in den Essigbakterien eine wirksame 
Mutase vorkommt, und zwar soll ja die hauptsichliche Wirkung 
der Bakterien bei der Darstellung von Essigsiiure aus Alkohol 
eine Dismutation des durch direkte Oxydation aus dem Alkohol 





1) Euler und Myrbiick, Diese Zs. Bd. 165, 8. 28 (1927); Euler 
und Nilsson, Diese Zs. Bd. 162, S. 264 (1927). 
2) Ann. Acad. Scient. Fennicae. Ser. A. 29, Nr. 3 (1927). 
°) Euler und Grabe, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 9, Nr. 50 (1928). 
*) Neuberg und Windisch, Biochem. Zs. Bd. 166, S. 454 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXY. 21 
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entstandenen Aldehyds sein. Es war daher von besonderem 
Interesse festzustellen, ob auch in diesem Falle die Mutase 
von der Co-Zymase begleitet ist. DaB die Essigbakterien Co- 
Zymase enthalten, wiire wohl sonst nicht zu erwarten. 

Bakterienmaterial: Kine Kultur von Schnell-Essigbak- 
terien zur weiteren Ziichtung haben wir vom Institut fiir Gi- 
rungsgewerbe (Technisch-wissenschaftliches Laboratorium, Botan. 
Abteilung) kauflich erworben. Die uns von dort gesandte Rein- 
kultur ,,Eg 40“ (systematische Charakterisierung nicht mitgeteilt) 
wurde in der bakteriologischen Abteilung der Centralanstalt fiir 
das landwirtschaftliche Versuchswesen (Prof. Chr. Barthel) von 
einem von uns (K. 8.) weiter geziichtet. | 

Die Ziichtung erfolgte in ungehopfter Bierwiirze von 8 Gra- 
den Balling (1 ccm Reinkultursuspension verdiinnt auf etwa 
5 Liter) bei 28° Nachdem sich die Bakterien etwa 8 Tage 
entwickelt hatten, wurde auf ihre Reinheit bzw. Einheitlichkeit 
mikroskopisch gepriift. 

Aus der Kulturfliissigkeit wurden die Bakterien in einer groBen 
3 Liter-Zentrifuge (Leune-Paris) abgeschleudert, die Bakterienmasse mit 


Wasser aus allen Glisern in eines gespilt und noch einmal mit destil- 
liertem Wasser gewaschen. 


In einem ersten Versuch, wo die Bakterien leider so 
spiit abzentrifugiert wurden, daB sich ihre Wirkung schon sehr 
stark vermindert hatte, gaben die Co-Zymasebestimmungen kein 
sicheres Ergebnis. Aus einer zweiten Kultur wurden darum 
die Bakterien friiher abzentrifugiert und ihre Wirkung auf 
Acetaldehyd untersucht. Dazu wurde unsere gewohnliche Ver- 
suchsmischung bereitet: 


2 ecm 2°/,ige Acetaldehydlésung, 
3 cem 10°/,ige Phosphatpuffer py = 6,4, 
15 cem Aufschlimmung der frischen Bakterien. 


Nach verschiedenen Zeiten wurden die verschwundenen 
Aldehydmengen durch Titration nach Ripper bestimmt. 














Zeit Verschwundene Aldehymenge 
in Stunden in °, 
2 D 
16 32 
26 52 





Ee 
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Das Trockengewicht der angewandten Bakterienmenge be- 
trug etwa 0,5 g. Die Mutasewirkung ist daher im Vergleich 
zu Hefe und noch mehr zu Leber recht klein. 

Von derselben Bakterienaufschlimmung wurde ein Teil 
momentan aufgekocht und dann 15 Minuten bei 80° gehalten. 
Die so erhaltene Suspension wurde dann auf Co-Zymasegehalt 
geprift. Die Methodik war die schon mehrmals beschriebene 
Mikrogaérmethode.') In besonderen Versuchen wurde festgestellt i 
daB dieser Bakterienextrakt auf die Girung mit Hefen-Co- 
Zymase versetzter Apo-Zymase nicht wesentlich hemmend wirkt. 
Kin etwaiger Co-Zymasegehalt des Extraktes muB sich darum 
in den Versuchen mit Apo-Zymase bemerkbar machen. Folgende 
Versuche wurden angestellt: 


ohne Co-Zymase, 

0,2 ecm Bakterienextrakt, 

2 ecm - 

Uberschu8 von Hefen-Co-Zymase. 


reer 


Folgende Kohlensiuremengen wurden gemessen: 




















‘ 

Zeit 
in Stunden , . he 
Versuch 1 0,0 0,05 0,3 
ae oe 0,15 0,25 0,4 
8 0,1 0,4 12,0 
~ “® 7,0 13,2 28.0 











Eine Co-Zymasewirkung des Bakterienextraktes ist un- 
verkennbar. Da aber die Zeiten so lang sind, daB sich eine 
Infektion méglicherweise hat bemerkbar machen kénnen, haben 
wir auch noch mit einer dritten Kultur Versuche angestellt. 
Bei dem Dismutationsversuch wurde hier zur Kontrolle ein 
Versuch mit gekochter Bakterienaufschlimmung gemacht. Zum 
Versuch 1 kamen also frische Bakterien (Trockengewicht etwa 
1g), zum Versuch 2 ebensoviel gekochte Bakterien: 





) Siehe z.B. in Oppenheimer-Pincussen, Methodik der Fer- 
mente. — Graefe, Grundlinien der Rohstotfe usw. Bd. 1,2, 8.111 (1927). 
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Versuchszeit |  °/o Aldehyd verschwunden 
in Stunden Versuch 1 | Versuch 2 
1 9 1 
2 18 2,5 
3,5 38 3,5 
19 99 5,5 








Diese Bakterien dismutieren also den Acetaldehyd ver- 
hiltnismifig schnell. Die gekochten Bakterien sind wirkungslos. 
Zur Co-Zymasebestimmung wurde aus den frischen Bak- 
terien bei 80° ein Extrakt bereitet und im Vakuum eingeengt. 











cem Koblensiiure nach 
‘le | fe | 2 [4 Stunden 
Ohne Co-Zymase . . . . 0,0 O01 | 08 | Of 
| | 
2eccm Bakterienextrakt . . 0,1 085 | 1,8 | 2,2 


Auch in diesem Versuch zeigt sich also, daB die unter- 
suchten Essigbakterien Co-Zymase enthalten. Ihre Menge ist 
zwar nicht groB, was vielleicht damit zusammenhingen kann, 
daB sie nur schwer in den Extrakt iibergeht, oder daB sie aus 
irgendeinem Grunde im Giarungsversuch ihre volle Wirkung 
nicht entfaltet. Versuche iiber das Vorkommen der Co-Zymase 
in héheren Pflanzen haben nimlich oft gezeigt, daB es schwer 
ist, in Anwesenheit aller natiirlichen Begleitstoffe die Co-Zymase 
quantitativ zu messen.’) 

Das Ergebnis der vorliegenden Versuche ist also, daB die 
untersuchten Essigbakterien, welche Acetaldehyd dis- 
mutieren, das Co-Enzym der Hefen- sowie der tieri- 
schen Mutase, die Co-Zymase, enthalten. 

DaB viele andere mutierende Bakterien (sowie Hefen) groBe 
Mengen von Co-Zymase enthalten, wurde schon friiher gezeigt.”) 


) Vgl. hierzu z. B, Euler und Steffenburg, Diese Zs. Bd. 175, 
S. 38 (1928). 

*) Myrbick und Euler, Chem. Ber, Bd. 57, S. 1073 (1924). — 
Euler und Myrbick, Diese Zs. Bd. 139, S. 281 (1924) und zwar S. 304. 















Fig. 2 Reinhaimin aus Hefe, 


Hoppe-Seylers Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CLANNYV, ‘Tatel L. 
Zu H. Fischer und F. Schwerdtel, 
Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. NAIL. Mitteilung. 


